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“The only real voyage of discovery consists not in 
seeking new landscapes but in having new eyes.” 
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L-Cystein ist eine wichtige Aminosäure, da sie reduzierten Schwefel für die Synthese 
zahlreicher zelleigener Verbindungen bereitstellt, so einschließlich der Synthese von L-
Methionin. Neben der Bedeutung von L-Cystein für die Zellsynthese spielt diese Aminosäure 
auch wirtschaftlich eine zunehmende Rolle. Sie findet Anwendung in der Lebensmittel-, 
Pharma- und Kosmetikindustrie, sodass es einen Bedarf für die fermentative Herstellung von L-
Cystein gibt. Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion eines L-Cystein-Produktionsstammes 
basierend auf einem sehr effizienten L-Serin-Produktionsstamm von Corynebacterium 
glutamicum. Außerdem wurden Metabolitsensoren zur Untersuchung der intrazellulären 
Schwefel-Verfügbarkeit entwickelt. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt: 
(1) Der C. glutamicum L-Serin-Produzent Ser4 trägt das Plasmid pserACB. Um die 
genetischen Arbeiten mit diesem Stamm für die L-Cystein-Bildung zu vereinfachen, sollte 
die plasmidfreie Überproduktion von L-Serin ermöglicht werden. Die chromosomale 
Integration des Gens serAfbr für die feedbackresistente 3-Phosphoglycerat-
Dehydrogenase führte zu geringer Akkumulation von L-Serin im Medium. Analysen zum 
Austausch des Promotors vor serAfbr in Kombination mit plasmidbasierter Expression 
von serC und serB ergaben, dass neben der starken Expression von serAfbr noch 
zusätzlich die erhöhte Expression von serC und serB notwendig ist, um hohe L-Serin-
Mengen produzieren zu können.  
(2) Im Gegensatz zu Genen für heterologe feedbackresistente Serin-Acetyltransferasen 
führte die Expression von cysE aus C. glutamicum im L-Serin-Produzenten Ser4 trotz 
Feedback-Inhibierung des Enzyms bereits zu einer Verbesserung der L-Cystein-Bildung 
von 0,95 ± 0,35 mM auf 5,6 ± 0,8 mM. In Kombination mit der Expression von cysK, 
welches für die O-Acetylserin-Sulfhydrylase kodiert, konnten 7,3 ± 0,7 mM L-Cystein 
gebildet werden. Die Deletion der Cystein-Desulfurase AecD zur Verhinderung des L-
Cystein-Abbaus, das Ausschalten der L-Methionin-Synthese durch Deletion des metX-
Gens für die Homoserin-Acetyltransferase sowie die verstärkte Expression des Operons 
fpr2-cysIXHDNYZ für die assimilatorische Sulfat-Reduktion führten dahingegen nur zu 
mäßiger Verbesserung der L-Cystein-Bildung.  
(3) Zur Konstruktion von Metabolitsensoren zur Detektion der Schwefel-Akzeptor-Moleküle 
O-Acetyl-L-Serin (OAS) und O-Acetyl-L-Homoserin (OAH) wurden die Promotorbereiche 
der Gene NCgl1289 und cysI inklusive CysR-Bindestelle an das Reportergen eyfp 
fusioniert. Die so entstandenen Sensorkassetten enthielten zusätzlich das Gen des 
Transkriptionsregulators CysR, welcher die Gene für die assimilatorische Sulfat-
Reduktion aktiviert. Intrazellulär erhöhte Konzentrationen von OAS und OAH gingen mit 
einer Erhöhung der spezifischen Fluoreszenz einher. Zusätzlich konnte gezeigt werden, 
dass die Sensoren bei limitierender Sulfat-Verfügbarkeit zu fluoreszierenden Zellen 
führten. 
(4) Um den Einfluss des Transkriptionsregulators CysR auf die L-Cystein-Bildung zu 
untersuchen, wurde das Gen cysR unter Kontrolle des nativen Promotors und Ptac 
exprimiert. Die Ergebnisse zeigten, dass eine erhöhte Expression von CysR nicht 
zwangsläufig auch zu einer erhöhten L-Cystein-Bildung führt, sondern die 
Feinabstimmung des Regulators als Teil des Regulationsnetzwerks des Schwefel-
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Stoffwechsels, zusammen mit den Transkriptionsregulatoren McbR und SsuR, eine große 
Rolle spielt. 
Zusammengefasst ist es in dieser Arbeit gelungen, die L-Cystein-Produktion in C. glutamicum 
auf 7,3 ± 0,7 mM zu verbessern. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass sich die 
Verbesserung der L-Cystein-Produktion aufgrund der komplexen Regulation des Schwefel-
Stoffwechsels als schwierig erwies. Die Metabolitsensoren für O-Acetyl-L-Serin und O-Acetyl-L-
Homoserin ermöglichen in vivo-Analysen auf Einzelzellebene zu den intrazellulären 
Konzentrationen der beiden Metabolite. Sie stellen somit ein wichtiges Hilfsmittel für die 







L-Cysteine is an important amino acid and is in addition to L-methionine the most abundant 
sulfur containing molecule inside the cell. It provides reduced sulfur for the synthesis of a 
variety of other sulfur containing compounds. Besides its importance for microbial growth 
there is also a growing interest for L-cysteine in the food, pharmaceutical and cosmetics 
industries and therefore a need for the production of L-cysteine by fermentation exists. 
Consequently, the main objective of this study was to construct a L-cysteine producer based 
on an efficient Corynebacterium glutamicum L-serine producing strain. Furthermore the 
development of metabolite sensors for intracellular detection of sulfur availability should be 
achieved. The following results were obtained: 
(1) The L-serine producer Ser4 contains the plasmid pserACB. To facilitate further genetic 
work concerning L-cysteine formation with this strain, the production of L-serine 
without a plasmid was desirable. The chromosomal integration of the gene serAfbr, 
coding for a feedback-resistant 3-phosphoglycerate dehydrogenase, led already to slight 
L-serine formation. Studies on a promoter exchange of serAfbr in combination with 
plasmid based expression of the genes serC and serB revealed that strong expression of 
serAfbr together with that of serC and serB is necessary to obtain high L-serine 
production. 
(2) In contrast to the expression of genes encoding heterologous feedback-resistant serine 
acetyltransferases the increased expression of native cysE from C. glutamicum led to 
improvement of L-cysteine formation from 0.95 ± 0.35 mM to 5.6 ± 0.8 mM in the L-
serine producer. In combination with expression of cysK, coding for the O-acetylserine 
sulfhydrylase, 7.3 ± 0.7 mM L-cysteine accumulated in the culture supernatant. The 
deletion of genes encoding cysteine desulfurase AecD to prevent L-cysteine degradation 
and homoserine actyltransferase MetX to disable L-methionine synthesis as well as the 
expression of the operon fpr2-cysIXHDNYZ necessary for assimilatory sulfate reduction 
had a moderate effect on L-cysteine formation. 
(3) To construct metabolite sensors for the detection of the sulfur acceptor molecules O-
acetyl-L-serine (OAS) and O-acetyl-L-homoserine (OAH) promoter regions of genes 
NCgl1289 and cysI including CysR-binding sites were fused to the reporter gene eyfp. 
Additionally, the respective sensor cassettes contained the gene of transcriptional 
regulator CysR, which activates the genes for the assimilatory sulfate reduction. It could 
be shown that intracellular elevated levels of OAS and OAH led to increased specific 
fluorescence at the single cell level and that cultures cultivated under limiting sulfur 
conditions showed increased fluorescence. 
(4) To analyze the impact of the transcriptional regulator CysR on L-cysteine formation the 
gene cysR was expressed under control of the native promoter as well as Ptac. It could be 
shown, that increased expression of CysR does not necessarily improve the L-cysteine 
formation. The results indicate the delicate regulation of sulfur metabolism in 
C. glutamicum, in which the three transcriptional regulators CysR, McbR and SsuR are 
involved. 
In summary, L-cysteine formation with C. glutamicum could be improved up to 7.3 ± 0.7 mM, 
but due to the complex regulation of sulfur metabolism it proved to be difficult to achieve high 
production. Furthermore, the metabolite sensors for O-acetyl-L-serine and O-acetyl-L-
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homoserine facilitate in vivo studies at the single-cell level to detect intracellular levels of the 









1.1 Corynebacterium glutamicum und seine Bedeutung als Produzent 
Corynebacterium glutamicum wurde erstmals 1957 von Udaka und Kinoshita beschrieben 
und bei der Suche nach einem L-Glutamat-Produzenten isoliert (Kinoshita et al., 1957). 
Zunächst Micrococcus glutamicus genannt, wurde der Organismus später aufgrund von 
taxonomischen Studien der Gattung Corynebacterium zugeordnet und in Corynebacterium 
glutamicum umbenannt. Innerhalb der Ordnung Actinomycetales gehört die Gattung 
Corynebacterium der Unterordnung der Corynebacterineae sowie der Familie der 
Corynebacteriaceae an (Stackebrandt et al., 1997). Bei C. glutamicum handelt es sich um 
ein Gram-positives Bodenbakterium, welches unbeweglich ist, schnelles Wachstum 
aufweist sowie Biotin-auxotroph ist (Abe et al., 1967; Gao & Gupta, 2012; Pascual et al., 
1995). Eine Besonderheit der Corynebacterianeae ist deren Zellwandaufbau. Obwohl 
C. glutamicum zu den Gram-positiven Eubakterien gehört, besitzt das Bakterium eine 
äußere Membran, die aus Mycolsäuren besteht und sowohl in dieser als auch in 
verwandten Familien der Mycobacteriaceae und Nocardiaceae vorkommt (Zuber et al., 
2008). Weiterhin finden sich in der Zellwand Arabinogalaktan und auf Mannose 
aufbauende Glykolipide (Alderwick et al., 2007). Da neben vielen nicht-pathogenen Arten 
wie C. glutamicum auch einige pathogene Arten wie z. B. Mycobacterium tuberculosis 
dieser Unterordnung angehören, ist die Zellwand ein Ansatzpunkt für die Entwicklung 
neuer Antibiotika. Aufgrund der einfachen Kultivierbarkeit dient C. glutamicum als 
Modellorganismus für die biochemische Charakterisierung der Zellwandsynthese 
(Bhowruth et al., 2008). 
C. glutamicum stellt einen der bedeutendsten Mikroorganismen der weißen 
Biotechnologie dar (Eggeling & Sahm, 1999), mit dem im industriellen Maßstab 
Aminosäuren hergestellt werden. Der größte Anteil entfällt dabei mit einer 
Jahresproduktion von 2,5 Millionen Tonnen auf den Geschmacksverstärker L-Glutamat 
(Vertès et al., 2013). Darauf folgt die Aminosäure L-Lysin mit einer jährlichen Produktion 
von 1,8 Millionen Tonnen. Diese Aminosäure findet als Futterzusatz in der 
Massentierhaltung Anwendung (Vertès et al., 2013). Weiterhin werden verschiedene 
Aminosäuren in hoher Qualität mit einer Jahresproduktion von etwa 25000 Tonnen 
hergestellt, die hauptsächlich für pharmazeutische Applikationen eingesetzt werden 
(Vertès et al., 2013). Neben der klassischen Aminosäureproduktion gibt es viele 
Anstrengungen das Produktspektrum von C. glutamicum zu erweitern und es wurden 
bereits Prozesse zur Bildung von Succinat (Litsanov et al., 2012), Lactat (Okino et al., 2008), 
Cadaverin (Kind et al., 2010), Putrescin (Schneider & Wendisch, 2010) und Isobutanol 
(Smith et al., 2010) entwickelt. 
Während früher Produktionsstämme durch mehrere Runden zufälliger Mutagenese und 
Selektion hergestellt und verbessert wurden, hat die Entwicklung auf dem Gebiet der 
rekombinanten DNA-Techniken zusätzlich rationale Ansätze ermöglicht (Becker & 
Wittmann, 2012b). Die Sequenzierung des Genoms von C. glutamicum im Jahr 2003 (Ikeda 
& Nakagawa, 2003; Kalinowski et al., 2003; Tauch et al., 2002a) sowie die zunehmenden 
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Kenntnisse der Stoffwechselwege und –flüsse sind in Kombination mit Methoden wie 
gradueller Genexpression und Gendeletion (Eikmanns et al., 1991; Schäfer et al., 1990; 
Schäfer et al., 1994) für die Entwicklung neuer Produktionsstämme wegweisend. Dennoch 
ist die Gewinnung von Produktionsstämmen mithilfe von klassischer Mutagenese nach wie 
vor von großem Interesse. Sie dienen dazu, spezifische Mutationen bereitzustellen, die in 
rekombinanten Ansätzen genutzt werden können (Becker & Wittmann, 2012a). Ferner 
haben solche Stämme in einigen Fällen hervorragende Produktionseigenschaften, die 
möglicherweise auf die Kombination spezieller Mutationen zurückzuführen sind, deren 
Bedeutung im Einzelnen noch nicht verstanden ist (Ikeda et al., 2011). Somit gibt es in 
jüngster Zeit Bestrebungen, mithilfe von Hochdurchsatz-Screenings eine effizientere 
Nutzung der klassischen Mutagenese durchzuführen und sich dabei optische 
Metabolitsensoren zunutze zu machen (Binder et al., 2012; Mustafi et al., 2012). Die 
Vielfalt der bisher vorhandenen Methoden und Ansätze ist nicht nur im Hinblick auf die 
Optimierung vorhandener Produktionsstämme interessant, sondern ebnet auch den Weg, 
das Produktspektrum von C. glutamicum zu erweitern. 
1.2 L-Cystein 
Schwefel ist ein essentielles Spurenelement für mikrobielles Wachstum, da es Bestandteil 
zahlreicher zelleigener Verbindungen wie z. B. L-Cystein, L-Methionin, Thiamin, 
Coenzym A, Liponsäure, Mycothiol, Biotin und von Eisen-Schwefel-Clustern ist. Dabei sind 
L-Cystein und L-Methionin die vorherrschenden schwefelhaltigen Moleküle in der Zelle. 
Üblicherweise sind die Quellen für Schwefel oxidierte Verbindungen, wie z. B. Sulfat, die 
von den Mikroorganismen zunächst zu Sulfid reduziert werden müssen, bevor sie in 
organische Moleküle eingebaut werden können. 
1.2.1 Biosynthese von L-Cystein in C. glutamicum 
Die Synthese von L-Cystein ist für C. glutamicum der Hauptweg, über den die Zelle 
reduzierten Schwefel in zelluläre Verbindungen einbringen kann. L-Cystein wird 
hauptsächlich für die Proteinbiosynthese benötigt, ist aber auch Ausgangspunkt für andere 
schwefelhaltige Verbindungen der Zelle. Die Synthese von L-Cystein scheint in vielen 
Organismen ähnlich abzulaufen (Kredich, 1996; Umbarger, 1978) und findet in zwei 
enzymatischen Schritten ausgehend von L-Serin statt (s. Abb. 1.1). Beim ersten Schritt wird 
L-Serin durch die Serin-Acetyltransferase (SAT, cysE) acetyliert und O-Acteyl-L-Serin (OAS) 
entsteht (Wada et al., 2002). Der zweite Schritt wird von der O-Actetylserin-Sulfhydrylase 
(OASS, cysK) katalysiert (Wada et al., 2004). OASS aus C. glutamicum enthält eine 
Pyridoxalphosphat (PLP)-bindende Domäne und ist vermutlich wie das homologe Enzym 
aus Escherichia coli PLP-abhängig (Lee, 2005). Im Gegensatz zu E. coli, welches zwei 
Isoformen besitzt (OASS-A, cysK und OASS-B, cysM), scheint es in C. glutamicum nur eine 
aktive Isoform zu geben, da die Deletion von cysK zur L-Cystein-Auxotrophie führt (Rückert 
& Kalinowski, 2008). OASS-B aus E. coli kann im Gegensatz zu OASS-A auch Thiosulfat als 
Schwefelquelle verwenden, wobei S-Sulfocystein entsteht (Kredich, 1996). S-Sulfocystein 
wird anschließend von den Glutaredoxinen NrdH und Grx1 zu L-Cystein reduziert (Nakatani 
et al., 2012). Der physiologische Vorteil dieser Reaktion für die Zelle ist die Umgehung der 
energieaufwendigen Sulfat-Reduktion. Für C. glutamicum konnte gezeigt werden, dass ein 




jedoch nicht bekannt. Allerdings ist für das Wachstum mit Thiosulfat wenigstens die Sulfit-
Reduktase CysI notwendig (Rückert et al., 2005). Die Synthese von L-Cystein unterliegt 
einer Feedback-Regulation, da SAT aus C. glutamicum wie das homologe Enzym aus E. coli 
durch L-Cystein feedbackinhibiert ist (Haitani et al., 2006; Kredich, 1996). 
Interessanterweise gibt es in Pflanzen einige SATs, die keiner Feedback-Regulation 
unterliegen (Wirtz & Hell, 2006). In Arabidopsis thaliana z. B. ist die cytosolische SAT-
Isoform stark feedbackinhibiert, wohingegen die Isoformen aus Mitochondrien und 
Chloroplasten weniger stark bzw. gar nicht durch L-Cystein gehemmt sind (Noji et al., 
1998; Wirtz & Hell, 2003). 
Sowohl in E. coli als auch in Pflanzen bilden SAT und OASS zusammen einen 
Proteinkomplex, den sogenannten Cystein-Synthase-Komplex (CS-Komplex; Kredich, 1996; 
Wirtz and Hell, 2006). Dabei dient die Bildung des CS-Komplexes jedoch nicht zur 
Kanalisierung der Metabolite, sondern der Komplex nimmt Einfluss auf die Aktivität beider 
Proteine. SAT zeigt die Hauptaktivität im CS-Komplex, wohingegen OASS im CS-Komplex 
inaktiv ist. Durch einen molaren Überschuss an OASS ist jedoch nur eine kleine Fraktion 
des Enzyms im CS-Komplex gebunden und der Großteil liegt als freies, aktives Protein vor. 
Zusätzlich wurde gezeigt, dass in vitro der CS-Komplex in Anwesenheit von OAS dissoziiert, 
während Sulfid den Proteinkomplex stabilisiert (Kredich et al., 1969; Wirtz et al., 2004; 
Wirtz & Hell, 2006). Für Pflanzen wurde postuliert, dass der CS-Komplex eine wichtige 
Funktion bei der Regulation der Schwefel-Homöostase einnimmt (Hell & Wirtz, 2011). 
Wenn nicht genügend Sulfid vorhanden ist, akkumuliert OAS, der CS-Komplex dissoziiert 
und SAT wird inaktiv. Dabei beeinflusst OAS direkt oder indirekt die Transkription der Gene 
für die Aufnahme und Reduktion von Schwefel (Hell & Wirtz, 2011). In E. coli übernimmt 
diese Rolle der Transkriptionsregulator CysB, der in Anwesenheit des OAS-Derivats und 
Effektors N-Acetyl-L-Serin (NAS) die Gene der assimilatorischen Sulfat-Reduktion aktiviert 
(Kredich, 1996). Die Regulation dieser Gene funktioniert in C. glutamicum nach einem 
ähnlichen Prinzip und ist in Abschnitt 1.2.3 beschrieben. Ob es in C. glutamicum auch zur 
Ausbildung eines CS-Komplexes kommt, ist bisher noch nicht untersucht. 
Der Abbau von L-Cystein wird durch Cystein-Desulfurasen vermittelt. Für C. glutamicum 
sind aufgrund von Sequenzvergleichen und Funktionsanalysen mehrere solcher Enzyme 
bekannt, die wahrscheinlich an der Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern beteiligt sind 
(Marienhagen et al., 2005; McHardy et al., 2003). Weiterhin besitzt das Enzym 
Cystathionin -Lyase (AecD) Cystein-Desulfurase-Aktivität und baut L-Cystein zu Sulfid, 
Ammonium und Pyruvat ab (Rossol & Pühler, 1992). Obwohl diese Reaktion vermutlich nur 
eine Nebenreaktion des Enzyms und nicht dessen physiologische Rolle ist, konnte durch 
Deletion von aecD bereits ein positiver Effekt auf die L-Cystein-Bildung in C. glutamicum 
gezeigt werden (Wada et al., 2002). Die eigentliche Funktion der Cystathionin -Lyase ist 
die Umsetzung von L-Cystathionin zu L-Homocystein bei der Transsulfurierung im L-
Methionin-Stoffwechsel (Kim et al., 2001). L-Methionin wird ausgehend von L-Homoserin 
gebildet (s. Abb. 1.1). Dieses wird durch die Homoserin-Acetyltransferase MetX aktiviert 
(Park et al., 1998). Das entstandene O-Acetyl-L-Homoserin (OAH) kann entweder mittels 
direkter Sulfhydrylierung durch die O-Acetylhomoserin-Sulfhydrylase MetY in L-
Homocystein umgewandelt werden (Hwang et al., 2002) oder über die Transsulfurierung. 
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Bei der Transsulfurierung entsteht zunächst mithilfe der Cystathionin J-Synthase MetB aus 
OAH und L-Cystein L-Cystathionin (Hwang et al., 1999), bevor AecD L-Cystathionin zu L-
Homocystein, Pyruvat und Ammonium umsetzt. Der letzte Schritt der L-Methionin-
Synthese, die Methylierung von L-Homocystein zu L-Methionin, wird von der Methionin-
Synthase katalysiert. In C. glutamicum gibt es zwei Methionin-Synthasen, MetE und das 
Vitamin B12-abhängige MetH-Enzym (Rückert et al., 2008). Die Methylgruppe, die für diese 
Reaktion benötigt wird, wird mithilfe der Serin-Hydroxymethyltransferase GlyA von L-Serin 
auf Tetrahydrofolat (THF) übertragen. In dieser Reaktion wird L-Glycin frei. Anschließend 
wird das entstandene N5,10-Methylen-THF von der Methylen-THF-Reduktase MetF 
reduziert und die Methylgruppe für MetE bzw. MetH bereitgestellt. L-Methionin wird 
neben dem Bedarf für die Proteinbiosynthese als zentraler Donor für Methylgruppen 
benötigt, z. B. für die Methylierung von DNA (Schäfer et al., 1997). 
 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der L-Cystein- und L-Methionin-Synthese in C. glutamicum. 
1.2.2 Assimilatorische Reduktion von Schwefel 
Damit Schwefel dem Stoffwechsel zur Verfügung stehen kann, muss dieser zunächst zu 
Sulfid reduziert werden. In E. coli wurde die assimiliatorische Reduktion von Sulfat bereits 
ausführlich untersucht (Kredich, 1996). Aufgrund von Sequenzvergleichen und genetischen 
Arbeiten wurde in C. glutamicum der Gencluster fpr2-cysIXHDNYZ identifiziert, der fast alle 
Gene für die assimilatorische Sulfat-Reduktion trägt (Rückert et al., 2005).  
Die Aufnahme von Sulfat und Sulfit wird sehr wahrscheinlich durch das Membranprotein 




Schritten statt. Zunächst wird Sulfat durch die ATP-Sulfurylase CysDN aktiviert und 
Adenosinphosphosulfat (APS) entsteht. In E. coli muss APS durch die APS-Kinase CysC zu 
Phosphoadenosinphosphosulfat (PAPS) phosphoryliert werden, bevor Sulfit durch die 
PAPS-Reduktase CysH freigesetzt werden kann (Kredich, 1996). In C. glutamicum ist jedoch 
kein für CysC kodierendes Gen vorhanden, sodass CysH vermutlich APS direkt als Substrat 
verwendet. Diese Vermutung basiert sowohl auf dem Vorhandensein von 
Sequenzmotiven, die für APS-Reduktasen spezifisch sind (Kopriva et al., 2002), als auch auf 
der Ähnlichkeit zur APS-Reduktase aus M. tuberculosis (Williams et al., 2002). Die 
Reduktion von Sulfit zu Sulfid in C. glutamicum ähnelt wahrscheinlich eher der in Pflanzen 
als der in E. coli. Das putative Hämoprotein CysI zeigt eine höhere Sequenz-Ähnlichkeit zu 
Ferredoxin-abhängigen Nitrit- und Sulfit-Reduktasen aus Pflanzen als zu CysI aus E. coli. 
Diese Hypothese wird dadurch unterstützt, dass C. glutamicum zwei putative NADP-
Ferredoxin-Reduktasen (Fpr1 und Fpr2) besitzt, von denen Fpr2 im 
Sulfatreduktionsgenclusters kodiert ist. Weiterhin kodiert der Gencluster noch für CysX, 
ein kleines, Ferredoxin-ähnliches Protein (Rückert et al., 2005). Zusammengenommen sind 
diese Komponenten vermutlich für die Reduktion von Sulfit zu Sulfid verantwortlich. An 
der Bereitstellung des für CysI essentiellen Kofaktors Sirohäm sind wahrscheinlich die 
Proteine CysY und CysG beteiligt, die Ähnlichkeit mit einer Sirohydrochlorin-Ferrochelatase 
sowie einer Uroporphyrinogen-III-Synthetase aufweisen (Rückert et al., 2005).  
Außer mit anorganischen Schwefelquellen wie Sulfat, Sulfit und Sulfid kann C. glutamicum 
auch mit organischen Schwefelquellen wachsen, u. a. auf Aminosäuren wie L-Cystein, L-
Cystathionin oder L-Methionin (Rückert & Kalinowski, 2008). Weiterhin besitzt 
C. glutamicum auch die zwei Gencluster ssuD1CBA und ssuI-seuABC-ssuD2, die das 
Bakterium zur Aufnahme und Verwertung von Sulfonaten und Sulfonatestern befähigen 




Abb. 1.2: Modell der assimilatorischen Sulfat-Reduktion in C. glutamicum. Verändert nach Lee (2005) 
und Rückert & Kalinowski (2008). 
1.2.3 Transkriptionsregulation des Schwefel-Metabolismus 
Die strenge Regulation des Schwefel-Metabolismus ist unabdingbar, da Sulfid für die Zellen 
toxisch ist und deshalb die Akkumulierung von Sulfid über den Bedarf hinweg verhindert 
wird.  
Der Transkriptionsregulator McbR wurde als Hauptregulator des Schwefel-Metabolismus 
identifiziert (Rey et al., 2005). McbR gehört zur TetR-Proteinfamilie und ist ein Repressor 
(Brune et al., 2005; Ramos et al., 2005). Zu den regulierten Genen gehören die Gene der L-
Methionin- und L-Cystein-Synthese sowie Gene für die Aufnahme und Assimilation von 
schwefelhaltigen Molekülen (Rey et al., 2005). In vitro-Analysen ergaben, dass der Effektor 
von McbR S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH) ist, welches ein Derivat des L-Methionin-
Stoffwechsels darstellt und an verschiedenen Transmethylierungsreaktionen beteiligt ist 
(Rey et al., 2005). SAH gilt als Indikator für Zellwachstum, da z. B. neu synthetisierte DNA 
methyliert werden muss und diese Reaktion erhöhte SAH-Synthese erfordert. Allerdings 
gibt es neuere Ergebnisse, die zeigen, dass sowohl SAH als auch S-Adenosyl-L-Methionin 
(SAM), der Vorläufer von SAH, als Effektoren fungieren und möglicherweise die Gene der 
L-Methionin-Biosynthese in Antwort auf das Verhältnis von SAM zu SAH reguliert werden 
(Suda et al., 2008). Weiterhin reprimiert McbR noch die Gene von zwei weiteren 
Transkriptionsregulatoren, CysR und SsuR, die zur ROK-Proteinfamilie gehören und für die 
Feinabstimmung der Genregulation des Schwefel-Metabolismus verantwortlich sind (Koch 




Bei CysR handelt es sich um einen dualen Transkriptionsregulator, der sowohl als Aktivator 
als auch als Repressor fungieren kann und unter anderem die Gene des Schwefelclusters 
fpr2-cysIXHDNYZ reguliert. Durch in vitro-Analysen konnten die Schwefel-Akzeptor-
Moleküle OAS und OAH als Effektoren nachgewiesen werden (Rückert et al., 2008). Daraus 
ergibt sich, dass CysR bei einem Anstau von OAS und OAH in der Zelle die Gene für die 
assimilatorische Sulfat-Reduktion aktiviert, Sulfid gebildet wird und direkt bei der Synthese 
von L-Cystein und L-Methionin eingesetzt werden kann. Damit ist gewährleistet, dass das 
für die Zelle toxische Sulfid nicht akkumuliert. Neben den Genen für die assimilatorische 
Sulfat-Reduktion kontrolliert CysR noch weitere Gene, deren Funktionen noch nicht 
bekannt sind, sowie den Transkriptionsregulator SsuR (Rückert et al., 2008). Weiterhin 
stehen die meisten Gene des CysR-Regulons auch unter Repression von McbR.  
Der Transkriptionsregulator SsuR aktiviert die Expression von Genen für die Verwertung 
von Sulfonaten und Sulfonatestern, wenn kein Sulfat verfügbar ist. Es konnte durch in 
vitro-Studien gezeigt werden, dass SsuR in Anwesenheit von Sulfat und seinen 
Assimilationsprodukten APS, Sulfit und Sulfid nicht an seine Ziel-DNA binden kann (Koch et 
al., 2005a). Alle Gene des SsuR-Regulons werden von McbR reprimiert und sind damit 
unter direkter Transkriptionskontrolle von McbR (Rey et al., 2005, s. Abb.1.3). 
 
Abb. 1.3: Modell der Transkriptionsregulation des Schwefel-Metabolismus in C.  glutamicum. 
Transkriptionsaktivierung ist mit Pfeilen dargestellt, wohingegen Transkriptionsrepression 
durch Striche gezeigt ist. In Rot sind die Bindestellen für den Repressor McbR dargestellt, in 
Grün die Bindestellen für den Aktivatoren CysR sowie in Gelb die Bindestelle für SsuR. 
Verändert nach Rückert (2008). 
1.2.4 Industrielle Bedeutung und Herstellung von L-Cystein 
Die Anwendungen von L-Cystein sind vielfältig und der weltweite Markt für L-Cystein 
bedarf einer jährlichen Produktion von etwa 5000 Tonnen, was einem Marktwert von 
55 Millionen US $ entspricht (Haas et al., 2009). Davon finden bis zu 30 % ihren Einsatz in 
der pharmazeutischen Industrie für die Herstellung des Wirkstoffs N-Acetylcystein. N-
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Acetylcystein findet Verwendung als Schleimlöser bei bronchialen Erkrankungen (Haas et 
al., 2009; Ziment, 1988). Ein weiterer Bedarf für L-Cystein besteht auch in der 
Lebensmittelindustrie. Als Lebensmittelzusatzstoff E920 wird es als Backzusatz verwendet 
(Harinder & Bains, 1988; Kaur & Bains, 1980). In Anwesenheit von L-Cystein werden die 
Disulfidbrücken von Gluten reduziert, der Teig dadurch knetfähiger und es kann eine 
Verbesserung des Teigvolumens erreicht werden. Zusätzlich bleibt der Teig weniger an den 
Verarbeitungsmaschinen kleben (Haas et al., 2009). L-Cystein wird weiterhin als 
Ausgangsstoff für Fleisch-Aromen eingesetzt, die mithilfe von reduzierenden Zuckern in 
der Maillard-Reaktion hergestellt werden (Ledl & Schleicher, 1990). In der kosmetischen 
Industrie findet sich L-Cystein in Produkten für Dauerwellen. Dabei wird es durch die 
Reduktion der Disulfidbrücken von Keratin möglich, die Vernetzung zwischen den 
einzelnen Molekülen kurzzeitig aufzubrechen und den Haaren eine neue Struktur zu 
geben. Zusätzlich wird L-Cystein Anti-Aging-Produkten sowie Präparaten zur 
Hautaufhellung beigefügt (Haas et al., 2009). 
Die industrielle Herstellung von L-Cystein wird mithilfe verschiedener Methoden 
durchgeführt. Mit etwa 90 % wird der Großteil des Bedarfs durch die saure Hydrolyse 
keratinhaltiger Naturstoffe wie Federn, Haaren und Schweineborsten bereitgestellt und 
somit stellt L-Cystein eine der wenigen Aminosäuren dar, die nach wie vor mit dieser 
klassischen Methode hergestellt werden (Ikeda, 2003). Nach der Behandlung mit Salzsäure 
fällt durch Neutralisation das schwerlösliche L-Cystin aus. Dieses Disulfid entsteht durch 
Oxidation von zwei L-Cystein Molekülen. Die anschließende Reduktion zu L-Cystein erfolgt 
mittels Elektrolyse. Der große Nachteil dieser konventionellen Methode ist jedoch der 
hohe Verbrauch an Salzsäure, der mit 27 kg pro 1 kg L-Cystein zu einer Herausforderung in 
der Behandlung von Abwässern und gegebenenfalls auch zu Umweltproblemen führt 
(Haas et al., 2009). Neben dieser konventionellen Methode gibt es auch biotechnologische 
Prozesse. Diese haben den Vorteil, dass keine tierischen Rohstoffe eingesetzt werden 
müssen und damit eine Kontamination mit BSE oder SARS ausgeschlossen werden kann, 
was für die pharmazeutische Industrie unerlässlich ist. Einer dieser Prozesse ist die 
Biokonversion von D,L-amino-thiazol-4-carboxylsäure (DL-ATC) zu L-Cystein mithilfe von 
Pseudomonas-Stämmen (Wada & Takagi, 2006), der jedoch nur einen geringen Anteil am 
Weltmarkt hat. Die Umwandlung des chemisch synthetisierten DL-ATC zu L-Cystein 
besteht aus drei enzymatischen Schritten: Zunächst wird D-ATC zu L-ATC racemisiert, 
anschließend findet die Ringöffnung von L-ATC statt und N-carbamoyl-L-Cystein (L-NCC) 
entsteht als Intermediat. Im letzten Schritt wird L-NCC zu L-Cystein hydrolysiert. Ein 
fermentativer Prozess mit E. coli wurde von der Firma WACKER AG etabliert und 2001 
patentiert (Maier & Winterhalter, 2001). Dieser stellt zwar mit 500 Tonnen 
Jahresproduktion und einer jährlichen Zuwachsrate von 10 % noch einen relativ geringen 
Anteil dar, gewinnt aber zunehmend an Bedeutung (Haas et al., 2009). 
1.3 Metabolitsensoren 
Die Fähigkeit eines Organismus intrazelluläre oder extrazelluläre Signale wahrzunehmen 
und angemessen darauf zu reagieren, ist für das Überleben wesentlich. Das Erkennen von 
Metabolit-Konzentrationen dient hierbei als Hilfsmittel, um den Zustand der Zelle zu 




den Nachteil, dass sie aufgrund von Probenpräparation und der benötigten Probenmenge 
eine limitierte zeitliche und räumliche Auflösung haben (Ewald et al., 2011). Die in vivo 
Untersuchung von Metaboliten mithilfe von Biosensoren ist somit ein wertvoller Beitrag 
zum Verständnis des zellulären Stoffwechsels. Auf molekularer Ebene hat die Natur sowohl 
RNA als auch Proteine evolviert, um Metabolite zu erkennen und eine zelluläre Antwort 
auslösen zu können (Dietrich et al., 2010). Genetisch kodierte Sensoren für zelluläre 
Metabolite können direkt aus biologischen Systemen entnommen oder ausgehend von 
diesen verändert werden. Die in vivo-Visualisierung in Einzelzellen oder in Kulturen erfolgt 
durch die Kombination eines Sensorelements mit einem Reporter, wie z. B. einem 
Fluoreszenzprotein. Der entstandene Metabolitsensor sollte eine ausreichende Spezifität 
und Sensitivität gegenüber dem zu detektierenden Molekül aufweisen. Der Vorteil bei der 
Verwendung von nativen Systemen ist hierbei die Spezifität und die Sensitivität gegenüber 
dem Metaboliten (Dietrich et al., 2010; van Rossum et al., 2013). Die meisten 
vorhandenen und verwendeten Systeme lassen sich grundsätzlich in RNA- und Protein-
Sensoren unterteilen (Gredell et al., 2012).  
RNA-Sensoren beruhen auf RNA-Aptameren, die in der Lage sind, einen bestimmten 
Metaboliten zu binden. Ein Aptamer kann z. B. mit einer Ribosomenbindestelle (RBS) 
fusioniert werden und diese in Abwesenheit des Metaboliten blockieren. Wenn der 
Metabolit verfügbar ist und an das Aptamer bindet, führt eine Konformationsänderung zur 
Freilegung der RBS und die mRNA eines fusionierten Reportergens kann translatiert 
werden (Desai & Gallivan, 2004). Eine andere Möglichkeit ist die Kombination eines 
Aptamers mit einem Ribozym. Eine mögliche Konstruktion funktioniert nach folgendem 
Prinzip: In Abwesenheit des Metaboliten liegt das Ribozym in aktiver Form vor und das 
Transkript des Reportergens wird durch das Ribozym abgebaut. In Anwesenheit des 
Metaboliten ist das Ribozym inaktiv und das Reporterprotein wird gebildet (Michener et 
al., 2012).  
Protein-Sensoren lassen sich noch einmal in FRET-Sensoren und Sensoren, die auf 
Transkriptionsregulatoren beruhen, einteilen. Das Prinzip eines FRET-Sensors (Förster-
Resonanzenergietransfer) beruht auf einem Energietransfer zwischen zwei Chromophoren, 
wenn diese in eine enge räumliche Nähe zueinander kommen (Gaits & Hahn, 2003). 
Üblicherweise werden mit dieser Methode Protein-Protein-Interaktionen untersucht, 
jedoch kann sie auch zur Detektion von Metaboliten eingesetzt werden. Die beiden 
Chromophore werden an ein Bindeprotein fusioniert, welches seine Struktur nach Bindung 
des Liganden ändert und die Chromophore dadurch in räumliche Nähe bringt (Gaits & 
Hahn, 2003). Mittlerweile gibt es bereits einige FRET-Sensoren, die eine Reihe 
unterschiedlicher Metabolite detektieren können, wie z. B. Zucker, Aminosäuren, 
Nukleotide und Ionen (Bermejo et al., 2011).  
Bei der Verwendung von Transkriptionsfaktoren als Metabolitsensoren wird die 
allosterische Regulation eines Transkriptionsfaktors durch einen Metaboliten genutzt, die 
in der Natur weit verbreitet ist. Dabei kann die Bindung des Metaboliten an den 
Transkriptionsfaktor entweder zur Derepression oder Aktivierung eines Zielgens führen. 
Für die Verwendung als Metabolitsensor wird der Promotor des Zielgens mit einem 
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Reportergen fusioniert (Michener et al., 2012). Diese Methode findet schon länger beim 
Aufspüren von schädlichen, niedermolekularen Substanzen in der Umwelt mithilfe von 
Ganzzell-Biosensoren Anwendung, wo die Fluoreszenz von Kulturen Aufschluss über die 
Konzentration von Schwermetallen gibt (van der Meer & Belkin, 2010). Erst kürzlich ist 
dieses Prinzip auch auf die Einzelzellanalyse und die Selektion von Zellen mit erhöhter 
Aminosäurebildung übertragen worden (Binder et al., 2012; Mustafi et al., 2012). 
1.4 Ziele der Arbeit 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein rationaler Ansatz zur Entwicklung eines C. glutamicum 
L-Cystein-Produzenten ausgehend von einem guten L-Serin-Produzenten untersucht 
werden. Weiterhin sollte ein Metabolitsensor zur Detektion der intrazellulären 
Intermediate des L-Cystein- und L-Methionin-Stoffwechsels O-Acetyl-L-Serin und O-Acetyl-
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2 Material und Methoden 
2.1 Chemikalien und Enzyme 
Soweit nicht anders aufgeführt, wurden Chemikalien und Enzyme der Firmen Merck KGaA 
(Darmstadt), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe), 
Roche Diagnostics (Mannheim), Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen), Bachem Biochemica 
AG (Heidelberg), AppliChem GmbH (Darmstadt), VWR (Radnor, USA) und BD (Franklin 
Lakes, USA) verwendet. 
2.2 Bakterienstämme und Plasmide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tab. 2.1 sowie die verwendeten 
Plasmide in Tab. 2.2 dargestellt. 
Tab. 2.1: Verwendete Bakterienstämme. 
Stamm Merkmale Referenz 
E. coli   
DH5MCR F- endA1 supE44 thi-λ- recA1 gyrA96relA1 deoR 
Δ(lacZYA-argF) U169Φ80dlacZM15 mcrA Δ(mrr- 
hsdRMS-mcrBC) 
Grant et al. (1990) (Grant et al., 1990 ) 
BL21(DE3) F- ompT gal dcm hsdSB(rB- mB-) λ(DE3) Novagen 
   
C. glutamicum   
ATCC13032 Wildtyp (WT), biotin-auxotroph Abe et al. (1967) (Abe et al., 196 7) 
WTsdaApabABC WT mit in frame Deletion von sdaA und pabABC Stolz et al. (2007) 




Stolz et al. (2007) 
Ser4-1 WTsdaApabABC mit in frame Deletion der letzten 
197 Codons des serA-Gens, gefolgt von den Basen 
GGTACCGAGCTCGAATTACTGCGGCGTCGCTGA, die 
für 10 zusätzliche Aminosäuren (GTELELLRRR) und 
ein Stopcodon kodieren (serA197) 
diese Arbeit 
Ser4-2 WTsdaApabABC mit in frame Deletion der letzten 
197 Codons des serA-Gens (serA197
stp
). Im 
Gegensatz zu Ser4-1 sind keine zusätzlichen Basen 
im open reading frame. 
diese Arbeit 
Ser4-3 Ser4-2 mit Promotoraustausch vor serA durch 
179 bp-Fragment der Ptuf Promotorregion 
diese Arbeit 
Ser4aecD Ser4 mit in frame Deletion von aecD Hoffmann et al. (2013) 
(Hoffmann et al., 2013 ) 
Ser4aecDmetB Ser4 mit in frame Deletion von aecD und metB diese Arbeit 
Ser4metX Ser4 mit in frame Deletion von metX diese Arbeit 
Ser4aecDmetX Ser4 mit in frame Deletion von aecD und metX diese Arbeit 




, Punktmutation in leuCD führt 
zur Leucin-Auxotrophie 
Morbach et al. (1996) 
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Tab. 2.2: Verwendete Plasmide. 





E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor, Tet
R
, 
oriVCg, oriVEc, mob, mit serA
fbr
 (serA197), 
serC, und serB und deren nativen 
Promotoren 
P. Peters-Wendisch 
pEC-T18mob2serCB E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor, Tet
R
, 
oriVCg, oriVEc, mob, mit serC und serB und 
deren nativen Promotoren 
Peters-Wendisch et al. 
(2005) 




Menkel et al. (1989) (Me nkel et al., 1989 ) 
pZ1serA197 pZ1 mit verkürztem serA (serA197) und 
dessen nativem Promotor 
Peters-Wendisch et al. 
(2002) (Peters -Wendisch et al., 2 002 ) 
pK19mobsacB Integrationsvektor, Kan
R
, oriVEc, oriT, sacB, 
mob 
Schäfer et al. (1994) (S chä fer et al., 1994 ) 
pK19mobsacB_serA197 pK19mobsacB mit in frame Deletion der 
letzten 197 Codons des serA-Gens gefolgt 
von den Basen 
GGTACCGAGCTCGAATTACTGCGGCGTCGCT
GA, die für 10 zusätzliche Aminosäuren und 




 pK19mobsacB mit in frame Deletion der 






pK19mobsacB mit 179 bp-Fragment der Ptuf 
Promotorregion 
diese Arbeit 
pK19mobsacBaecD pK19mobsacB mit in frame Deletion von 
aecD 
Rückert et al. (2003) (Rückert et al., 2003 ) 
pK19mobsacBmetX pK19mobsacB mit in frame Deletion von 
metX 
Rückert et al. (2003) 
pK19mobsacBmetB pK19mobsacB mit in frame Deletion von 
metB 
Rückert et al. (2003) 







Hoffelder et al. (2010) (Hoffelder et al., 
2010) 
pBSSKNtSAT4 E. coli-Expressionsvektor (pBluescript) zur 
regulierten Genexpression von cysE aus 






pNTSAT4 pEKEx3 mit cDNA von cysE aus N. tabacum diese Arbeit 
pEcSAT
wt
 pEKEx3 mit cysE
wt
 aus E. coli diese Arbeit 
pEcSAT
V95R,D96P
 pEKEx3 mit cysE aus E. coli mit Austausch 
der Codons für V95R und D96P 
diese Arbeit 







Eikmanns et al. (1991) (Eikmanns et al., 
1991) 
pcysE pEKEx2 mit cysE aus C. glutamicum diese Arbeit 
pcysKE pEKEx2 mit cysE und cysK aus C. glutamicum diese Arbeit 
pcysR pEKEx2 mit cysR aus C. glutamicum diese Arbeit 
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Plasmid Eigenschaften Referenz 
pBHC18 E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor, Cm
R
, 
oriVCg, oriVEc  
Kirchner & Tauch (2003) 
pRedOp pBHC18 mit fpr2-cysIXHDNYZ aus 
C. glutamicum 
diese Arbeit 




Cremer et al. (1990) (Cremer et al., 1 990 ) 
pSenLys pJC1 mit lysG und dessen nativem 
Promotor, PlysE mit ersten 63 bp des open 
reading frames von lysE und 
transkriptioneller Fusion mit eyfp 
Binder et al. (2012) 
pSenOAS1 pJC1 mit cysR und dessen nativem 
Promotor, PNCgl1289 mit ersten 96 bp des 
open reading frames von NCgl1289 und 
transkriptioneller Fusion mit eyfp 
Hoffmann et al. (2013) 
pSenOAS3 pJC1 mit cysR und dessen nativem 
Promotor, PcysI mit ersten 126 bp des open 
reading frames von cysE und 
transkriptioneller Fusion mit eyfp 
Hoffmann et al. (2013) 
pPcysRcysR+PNCgl1289 pJC1 mit cysR und dessen nativem 
Promotor, PNCgl1289 mit ersten 96 bp des 
ORFs 
diese Arbeit 
pPcysRcysR pJC1 mit cysR und dessen nativem 
Promotor 
diese Arbeit 
pCLTON2 E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor zur 
regulierten Genexpression, Spec
R
, Ptet, tetR, 
oriVCg, oriVEc 
Lausberg et al. (2012) 
pCLTON2metX pCLTON2 mit metX aus C. glutamicum Hoffmann et al. (2013) 
pEvol-pAzF E. coli-Expressionsvektor, ermöglicht den 
Einbau der unnatürlichen Aminosäure p-
Azidophenylalanin (pAzF) durch Expression 




, trägt zwei Kopien des 
Gens pAzF-aaRS unter Kontrolle der 
Promotoren ParaBAD und PglnS und kodiert für 
die pAzF-spezifische tRNA 
Young et al. (2010) 
(Young et al., 2010) 
pCDF-1b-cpGFP-TAG E. coli-Expressionsvektor zur regulierten 





Chen et al. (2012) (Chen 
et al., 2012) 
 
2.3 Oligonukleotide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden ausschließlich von der Firma 
Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) synthetisiert und sind in Tabelle 2.3 aufgelistet. 
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Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide. Ribosomenbindestellen (Martin et al., 2003) sind fett 
dargestellt, Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen. 
Gewünschte Mutationen zur ortsgerichteten Mutagenese sind klein geschrieben. 
Name Sequenz (5‘-3‘) Merkmale 




serA1 GCGCTGCAGGCCAGATCATCATCAAC PstI 
serA2 GCGACGCCGCAGTAATTCGAGCTCGGTACCAGCCAGATCCATCC  




serAstp3 CTGTGTGGATGGATCTGGCTTAATTAGAGATCCATTTGCTTG  
serA4 GATGGATCCGGGCAGAGTTAATCGCCACA BamHI 
Screening   
serA197_scrn1 GCTGATGAGCCGTTCTGACTTT G  
serA197_scrn2 CCGCCTTAAGCACCGTTGTCAG  
   
Promotoraustausch serA 
Konstruktion   
PserA1 GGATCCAAACCGGACAGGATTGCCC BamHI 
PserA2 GTGAGATTTACCCCCAAAGG  
Peftu1 CCTTTGGGGGTAAATCTCACCCACAGGGTAGCTGGTAGTTTG  
Peftu2 ACGGCCATTCTGGCTCACTGTATGTCCTCCTGGACTTCGTGG  
PserA3 GTGAGCCAGAATGGCCGTCCGGTAG  
PserA4 GAATTCTCTCAAACGCAGCAAGACGC EcoRI 
Screening   
PserA_scrn1 GAGCGGTGAGTTAGCTTTCGAC  
PserA_scrn2 GAGCAGGGTTAGCGTAAGGATCG  
   
Deletion aecD   
Screening   
aecD_scrn1 CGGGGTAGGTTCCCTAAAATTC  
aecD_scrn2 CCACGAGAAGCCATGTCCTTG  
   
Deletion metB   
Screening   
metB_scrn1 CATCGGAAGGCACCGTGGACATC  
metB_scrn2 TCAACTCTGGCGGCCACTTC  
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Name Sequenz (5‘-3‘) Merkmale 
Deletion metX   
Screening   
metX_scrn1 CTACTTCGTCACTCCAGATG  
metX_scrn2 CACCAGTTGTTCCGCAGCTT  
   
Konstruktion pNtSAT4 
NtSAT4_for CTGCAGAAGGAGATATAGATATGCGTAACGAAGAGGAAGACGATTTG PstI, RBS 
NtSAT4_rev GGATCCCTAAATTACATAATCAGACCACTC BamHI 




eco_cysE-for GACTGCAGAAGGAGATATAGATATGTCGTGTGAAGAACTGGAAATTG PstI, RBS 
eco_cysE-rev CGCGCGGGATCCTTATTATTAGATCCCATCCCCATACTCA BamHI 




eco_cysE-for GACTGCAGAAGGAGATATAGATATGTCGTGTGAAGAACTGGAAATTG PstI, RBS 
cysE_mut2 GGGTTGAGTATTTgggtctTGCCGGGTCGCGGGTACG V95R, D96P 
cysE_mut3 CGACCCGGCAagacccAAATACTCAACCCCGTTGTTATAC V95R, D96P 
eco_cysE-rev CGCGCGGGATCCTTATTATTAGATCCCATCCCCATACTCA BamHI 
   




cysE_rev GCGCCGGGATCCTTATTATTAAATGTAATAGTCCGGATCGACG BamHI 
   
Konstruktion pcysKE 
cysKE_for CGGGCCGCTGCAGAAGGAGATATAGATATGGGCAATGTGTACAAC PstI, RBS 
cysKE_rev GCGCCGGGATCCTTATTATTAAATGTAATAGTCCGGATCGACG BamHI 
   
Konstruktion pcysR 
cysR_for1 GGATCCAAGGAGATATAGATATGATTGGCTATGGTTTACCTATGC BamHI 
cysR_rev1 GGTACCTTATTATTAGGGTACGAGAGTAAGTG KpnI 
   
Konstruktion pRedOp 
SRO_for TCCCGGAAAGCGAAAGTCCC  
SRO_rev CCGCTTTCCTTCTGAATG  
   
Konstruktion pSenOAS1 
cysR_rev2 GACGTCGACTTAGGGTACGAGAGTAAGTG SalI 
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Name Sequenz (5‘-3‘) Merkmale 
cysR_for2 GCAGGTTGGACGGTATTATG  





cysR_rev2 GACGTCGACTTAGGGTACGAGAGTAAGTG SalI 
cysR_for2 GCAGGTTGGACGGTATTATG  




   
Konstruktion pPcysRcysR+PNCgl1289 
cysR_rev2 GACGTCGACTTAGGGTACGAGAGTAAGTG SalI 
cysR_for2 GCAGGTTGGACGGTATTATG  
NCgl1289_for CATAATACCGTCCAACCTGCCACTACACCACAGGCTTC  
NCgl1289_rev2 TAGCGGATCCCATATGATATCTCCTTCTTAAAGTTC BamHI 
 
Konstruktion pPcysRcysR 
cysR_rev2 GACGTCGACTTAGGGTACGAGAGTAAGTG SalI 
cysR_for3 TAGCGGATCCGCAGGTTGGACGGTATTATG BamHI 
   
Konstruktion pCLTONmetX 
metX_for GTACCTGCAGAAGGAGATATAGATATGCCCACCCTCGCGCCTTCAG PstI, RBS 
metX_rev GCGCCCGGGTTATTAGATGTAGAACTCGATGTAGG SmaI 
   
Sequenzierung   
pEKEx2_fw CGGCGTTTCACTTCTGAGTTCGGC  
pEKEx2_rv GATATGACCATGATTACGCCAAGC  
Pcl_fw GTAACTATTGCCGATGATAAGC  
rsp CACAGGAAACAGCTATGACCATG  
uni CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC  
ppJC1_for ACAAGCCACCCGCACAACGT  
ppJC1_rev ACTGTCATGCCATCCGTAAG  
seq_serAD197 TCCACCGAGCCTTGCACTGATTC  
Seq_cysR GGCCTCGACCAGCTCATTTC  
SRP1 TGTGCTGCAAGGCGATTAAG  
SRP2 ACGAAACCACCGACAATACC  
SRP3 GACTGATTCATTGGCGGACAC  
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Name Sequenz (5‘-3‘) Merkmale 
SRP4 GCCAAGCCAACAACAGTG  
SRP5 GGTATCAGCCAGGATGAAGG  
SRP6 CGAAGGAGTCACGCACAGAG  
SRP7 TGGGTTTCCTCCGAAGACTC  
SRP8 CGAGGTATTCGGTCTCAAG  
SRP9 GCTTACGCTGGGTGTAAATG  
SRP10 CCTCCTCATCCGCAATGAAG  
SRP11 TGCAGATCCACCTCTTTG  
SRP12 TTATGCTTCCGGCTCGTATG  
SRP13 GCAGACTGTCCCTTTGGTG  
SRP14 CGCTGTAATCAACAAGG  
 
2.4 Kultivierungsbedingungen und Stammhaltung von Bakterien 
2.4.1 Nährmedien 
Zur Kultivierung und Stammhaltung von E. coli-Stämmen wurde LB-Vollmedium nach 
Sambrook & Russell (2001) verwendet. Für die Proteinexpression wurde 2 x YT (Sambrook 
& Russell, 2001) eingesetzt. Die Anzucht zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-
Zellen erfolgte mit SOB-Medium (Hanahan, 1983).  
Als Vollmedium für C. glutamicum-Vorkulturen wurde BHI-(Brain-Heart-Infusion, BD, 
Franklin Lakes, USA) oder CGIII-Medium (Menkel et al., 1989) genutzt. Die Anzucht zur 
Herstellung kompetenter C. glutamicum-Zellen und deren Regeneration nach erfolgter 
Transformation erfolgte ebenfalls mit BHI, dem noch 0,5 M Sorbitol zugesetzt wurde 
(BHIS). Für die Kultivierung von Hauptkulturen wurde das Minimalmedium CGXII 
(Keilhauer et al., 1993) mit 4 % (w/v) Glukose oder das schwefelfreie Minimalmedium 
MMES (Rückert et al., 2005) mit 2 % (w/v) Glukose, 30 mg/l Protokatechusäure und 
verschiedenen Konzentrationen von Na2SO4 eingesetzt.  
Zur Selektion rekombinanter E. coli-Stämme wurden dem Medium Antibiotika in den 
folgenden Konzentrationen zugesetzt: 
Chloramphenicol 30 µg/ml 
Kanamycin   50 µg/ml 
Tetrazyclin  12,5 µg/ml 
Spectinomycin  100 µg/ml 
Zur Induktion der Genexpression in E. coli wurden die Kulturen bei Verwendung des T7-
Promotors mit 1 mM IPTG bzw. bei der Verwendung des Promotors ParaBAD mit 0,02 % 
(w/v) Arabinose induziert. 
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Die Selektion rekombinanter C. glutamicum-Stämme erfolgte mit folgenden Antibiotika: 
Kanamycin   50 µg/ml (zur Vermeidung von Plasmidverlust) 
   25 µg/ml (bei Integration eines Vektors ins Genom) 
   15 µg/ml (unmittelbar nach der Elektroporation) 
Tetrazyclin  12,5 µg/ml 
Spectinomycin  250 µg/ml 
Zur Induktion der tet-Promotor-abhängigen Genexpression wurden die Kulturen mit 
verschiedenen Konzentrationen von Anhydrotetrazyclin (ATC) induziert. Die Selektion auf 
Exzision der Vektorderivate von pK19mobsacB aus dem Genom von C. glutamicum erfolgte 
auf LB-Medium mit 10 % (w/v) Saccharose (Schäfer et al., 1994). Zur Kultivierung des 
Folsäure-auxotrophen Ser4-Stamms und seinen Derivaten wurde dem Medium in der 
Hauptkultur 0,5 mM Folsäure zugesetzt. Zur Supplementation von Aminosäure-
Auxotrophien wurden die Aminosäuren in Wasser gelöst und steril filtriert in einer 
Endkonzentration von 2 mM zu den autoklavierten Medien gegeben. 
Zur Herstellung von Agarplatten wurden die Medien mit 1,5% (w/v) Agar (BD, Franklin 
Lakes, USA) versetzt. 
2.4.2 Kultivierung von E. coli-Stämmen 
Die Kultivierung von E. coli-Stämmen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in 50-100 ml 
Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen oder in 5 ml Medium in 
Reagenzgläsern. Die Kulturen wurden bei 37 °C schüttelnd (120 Upm für Kolben, 170 Upm 
für Reagenzgläser) inkubiert. Für die Proteinproduktion wurde die Inkubationstemperatur 
auf 26 °C reduziert, um die Bildung von Einschlusskörperchen zu vermeiden. 
2.4.3 Kultivierung von C. glutamicum-Stämmen 
Die Kultivierung von C. glutamicum-Stämmen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in 
50-100 ml Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen oder in 5 ml 
Medium in Reagenzgläsern. Die Kulturen wurden bei 30°C schüttelnd (120 Upm für 
Kolben, 170 Upm für Reagenzgläser) inkubiert. Für die Kultivierung wurden, wenn nicht 
anders vermerkt, Vorkulturen in 50 ml CGIII-Medium von Agarplatten angeimpft, die nicht 
älter als 7 Tage waren. Aus diesen wurden nach Kultivierung bei 30 °C und 120 Upm für 
15 h nach dem Waschen der Zellen in steriler Saline (0,9 % NaCl) eine zweite Vorkultur in 
50 ml Minimalmedium angeimpft und über Tag bei 30 °C inkubiert. Nach dem Waschen 
der Zellen in steriler Saline wurde die Hauptkultur in 50 ml Minimalmedium angeimpft. 
2.4.4 Kultivierung von C. glutamicum im BioLector 
Kultivierungen von C. glutamicum im BioLector-System (m2p-labs GmbH, Baesweiler) 
wurden zur Verfolgung von online Wachstum und Fluoreszenz im Mikrotiterplattenformat 
durchgeführt. Als Mikrotiterplatten wurden FlowerPlates (m2p-labs GmbH, Baesweiler) 
eingesetzt, welche die Kultivierung von 48 parallelen Kulturen ermöglichen und durch ihre 
spezifische Geometrie eine optimale Durchmischung der Kulturen gewährleisten. In den 
FlowerPlates wurden 750 µl Minimalmedium mit Zellen aus einer Schüttelkolben-
Vorkultur angeimpft (siehe Abschnitt 2.4.3) und bei 30 °C, 990 Upm und einer relativen 
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Luftfeuchtigkeit von 80 % inkubiert. Um Evaporation zu verhindern, aber Gastransfer 
zuzulassen, wurden die FlowerPlates mit einer selbstklebenden, Gas-durchlässigen 
Membran verschlossen. Das Wachstum wurde mittels Rückstreuung bei 620 nm 
gemessen. Die EYFP-Fluoreszenz der Kulturen wurde bei einer Exzitation von 510 nm und 
einer Emission von 532 nm gemessen. Die spezifische Fluoreszenz wird als Quotient von 
EYFP-Fluoreszenz und Rückstreuung angegeben.  
2.4.5 Stammhaltung von Bakterien 
Zur längerfristigen Stammhaltung wurden Kryokulturen angelegt. Dazu wurden 700 μl 
einer Übernachtkultur in ein mit 300 μl Glycerin (87 %, v/v) befülltes, steriles Kryoröhrchen 
überführt. Die so erhaltenen Zellsuspensionen wurden bei -80 °C gelagert und zum 
Beimpfen von Agarplatten verwendet. 
2.4.6 Bestimmung des Wachstums von Bakterienkulturen 
Das Wachstum von Bakterien in Flüssigkultur wurde anhand der optischen Dichte (OD) bei 
einer Wellenlänge von 600 nm mit einem Ultrospec 3300 pro Spectrophotometer 
(Amersham Biosciences, Freiburg) bestimmt. Eine lineare Abhängigkeit zwischen der 
Zelldichte und der optischen Dichte ist bis zu einer Extinktion von 0,5 gegeben. Lag die 
gemessene Extinktion über dieser Grenze, wurde die Probe mit dem entsprechenden 
Medium verdünnt. 
2.5 Molekularbiologische Methoden 
2.5.1 Isolierung von DNA 
2.5.1.1 Plasmid-Isolierung 
Ausgehend von einer 5 ml Übernachtkultur erfolgte die Isolierung und Reinigung von 
Plasmiden aus E. coli im kleinen Maßstab mithilfe des NucleoSpin Plasmid Kits (Macherey-
Nagel GmbH & Co.KG, Düren), welches auf dem Prinzip der alkalischen Lyse beruht 
(Birnboim & Doly, 1979). Um größere Mengen Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren, wurden 
50 ml einer Übernachtkultur verwendet und die DNA nach Herstellerangaben mithilfe des 
Plasmid Midi Kits (QIAGEN, Hilden) isoliert. 
2.5.1.2 Isolierung chromosomaler DNA 
Die Isolation genomischer DNA aus C. glutamicum erfolgte mithilfe des DNeasy Tissue Kits 
(QIAGEN, Hilden) aus 1 ml einer Übernachtkultur nach Angaben des Herstellers. 
2.5.1.3 Reinigung von DNA 
Um DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen oder enzymatischen Reaktion zu reinigen, wurde 
das NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Düren) nach 
Herstellerangaben benutzt. 
2.5.1.4 Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen 
Zur Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrads von Nukleinsäuren fand das 
NanoDrop Spectrophotometer (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) Verwendung. 
Dazu wurde die Absorption der wässrigen Nukleinsäurelösung bei 260 nm bestimmt. Eine 
Absorption von 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 μg/ml doppelsträngiger DNA in 
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einer wässrigen Lösung. Der Reinheitsgrad der DNA wurde anhand der Quotienten 
A260/A280 bzw. A260/A230 bestimmt, deren Werte zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollten. Bei 
starker Verunreinigung der DNA mit Proteinen oder Polysacchariden liegt der Wert unter 
1,8. 
2.5.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Trennung von DNA-Fragmenten wurde die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Die 
Trennung erfolgte je nach Größe der DNA-Fragmente in 1-2 %igen (w/v) Agarosegelen in 
TAE-Puffer (40 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 8 mit Essigsäure einstellen) nach Sambrook & 
Russell (2001). Die Proben wurden vor dem Auftragen mit DNA-Ladepuffer versetzt (6x: 
0,2 % Bromphenolblau, 100 mM Na2EDTA, 34 % (v/v) Glycerin). Als Größenstandard diente 
GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Die Trennung 
erfolgte bei Feldstärken von 5-10 V/cm (Elektrodenabstand) für etwa 1 h. Nach der 
elektrophoretischen Trennung wurde das Gel in einer Ethidiumbromid-Lösung (0,5 μg/ml) 
gefärbt und das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid durch UV-Anregung sichtbar 
gemacht. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Geldokumentationssystems Quantum 
(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen). 
2.5.3 Rekombinante DNA-Techniken 
2.5.3.1 Restriktion 
Die sequenzspezifische Spaltung von DNA wurde mittels Restriktionsendonukleasen nach 
Angaben des Herstellers durchgeführt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Für 
präparative Ansätze wurde ein Volumen von 50-100 µl gewählt, wohingegen für 
analytische Arbeiten ein Volumen von 10-20 µl verwendet wurde. Die Ansätze enthielten 
i. d. R. 200 ng-5 µg DNA und 5-15 U des jeweiligen Enzyms. Die Inkubationszeit betrug 
15 min bis 16 h bei vorgeschriebener Temperatur. Der Erfolg der Restriktion wurde 
mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 
2.5.3.2 5‘-Dephosphorylierung von linearer Plasmid-DNA 
Zur Dephosphorylierung wurde die Shrimp alkaline phosphatase (Roche Diagnostics, 
Mannheim) verwendet. Die Phosphatase vermittelt die Entfernung von 5‘-
Phosphatgruppen von DNA. Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. 
2.5.3.3 Ligation 
Für Ligationen wurde das Rapid DNA Ligation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 
nach Herstellerangaben verwendet. 
2.5.4 Transformationstechniken 
2.5.4.1 Herstellung und Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen 
Zur Herstellung chemokompetenter E. coli–Zellen wurden diese mit RbCl2 behandelt. Dazu 
wurden die Zellen in 50 ml SOB angezogen und nach Erreichen einer OD600 von ca. 0,15 
geerntet. Die weitere Durchführung erfolgte nach der Methode nach Hanahan (1985). (Hanahan, 1 985 ) 
Zur Transformation wurden 200 μl kompetente E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA bzw. einem 
Ligationsansatz gemischt. Durch anschließende 30-minütige Inkubation auf Eis sollte die 
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Anlagerung der DNA an die Zellen erreicht werden. Ein kurzer Hitzeschock (90 s, 42 °C) 
diente der Unterstützung der DNA-Aufnahme in die Zellen. Nach Zugabe von 800 µl LB 
wurden die Zellen für 45 min bei 37 °C regeneriert. Anschließend wurden die Zellen auf 
Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten ausplattiert. 
2.5.4.2 Herstellung und Transformation elektrokompetenter C. glutamicum-Zellen 
Zur Transformation von C. glutamicum wurde die Methode der Elektroporation mit 
anschließendem Hitzeschock angewandt (Tauch et al., 2002b). Für die Herstellung 
elektrokompetenter C. glutamicum-Zellen wurde eine Vorkultur aus 50 ml BHIS-Medium 
von einer frischen Agarplatte beimpft und über Nacht bei 30 °C inkubiert. Bei Plasmid-
tragenden Stämmen mit Antibiotikaresistenzen wurde das entsprechende Antibiotikum 
zugesetzt. 500 ml vorgewärmtes BHIS-Medium wurde mit 10 ml der Vorkultur inokuliert 
und bei 30 °C und 100 Upm bis zu einer OD600 von 1,75 inkubiert. Die Zellernte erfolgte 
durch Zentrifugation (15 min, 3500 g, 4°C). Danach wurden die Zellen zwei Mal mit 20 ml 
TG-Puffer (1 mM TRIS, 10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5) sowie zwei Mal mit 10 %igem (v/v) 
Glycerin gewaschen und anschließend in 1 ml 10 %igem (v/v) Glycerin aufgenommen. Bis 
zur weiteren Verwendung wurden die kompetenten Zellen in 150 µl-Aliquots bei -80 °C 
aufbewahrt. 
Zur Elektroporation wurden 150 µl Zellen mit 1-2 µl der zu transformierenden DNA 
gemischt und luftblasenfrei in eine vorgekühlte, sterile Elektroporationsküvette (Typ Gene 
Pulser Cuvette, 0,2 cm, Biorad, Hercules, USA) überführt. Die Elektroporation wurde dann 
mit einem Puls bei einer Spannung von 2,5 kV, einem Widerstand von 200 Ω und einer 
Kondensatorkapazität von 25 µF in einem BIORAD GENE PULSER XCELLTM (Biorad, 
Hercules, USA) durchgeführt. Sofort nach Beendigung des elektrischen Pulses wurde die 
Zellsuspension in 4 ml BHIS-Medium aufgenommen, 6 min bei 46 °C inkubiert, 1 h bei 30 °C 
regeneriert und auf Antibiotika-haltigen BHIS-Agarplatten ausplattiert. 
2.5.5 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion 
Definierte DNA-Fragmente wurden sowohl für analytische (Kontrolle von Transformanden 
und Deletionsmutanten, 2.5.5.2) als auch für präparative Zwecke (in vitro-Amplifikation 
von DNA-Fragmenten, 2.5.5.1) mittels der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain 
reaction, PCR) amplifiziert (Mullis & Faloona, 1987). Falls im Text nicht anders vermerkt, 
wurde für präparative PCR-Ansätze die KOD Hot Start DNA Polymerase (Merck, Darmstadt) 
und für analytische PCR-Ansätze die Taq-DNA-Polymerase (DreamTaqTM PCR Master Mix, 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Die Reaktionen wurden in einem 
T3000 Thermocycler (Biometra, Göttingen) durchgeführt. Die Reaktionsbedingungen für 
die PCR wurden entsprechend den Angaben des Herstellers gewählt. Alle Oligonukleotide 
wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) synthetisiert. 
2.5.5.1 In vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten 
Zur in vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden die Reaktionen in einem Volumen 
von 50 µl angesetzt. In den Ansätzen enthalten waren 0,1-0,75 µg Matrizen-DNA, je 
300 nM Oligonukleotide, 0,02 U KOD Hot Start DNA Polymerase, 5 µl PCR Puffer, 1,5 mM 
MgSO4 sowie je 200 µM dATP, dGTP, dCTP und dTTP. Das PCR-Programm bestand aus 
26 Material und Methoden 
 
einem einmaligen Denaturierungsschritt von 2 min bei 95 °C und einem sich 
wiederholenden Zyklus aus DNA-Denaturierung für 20 s bei 95 °C, Primeranlagerung 
(annealing) für 10 s bei 55–65 °C und Verlängerung (Elongation) der Primer mithilfe der 
DNA-Polymerase für 15-20 s/ kb bei 70 °C. Abschließend wurde eine finale Elongation für 
5 min bei 70 °C durchgeführt. Die Anlagerungs-Temperatur für die Oligonukleotide wurde 
üblicherweise 5 °C unter der Schmelztemperatur (Tm) der Oligonukleotide gewählt. Die 
Schmelztemperatur der Oligonukleotide kann mithilfe der Formel Tm [°C] = [(G + C) · 4] + 
[(A + T) · 2] abgeschätzt werden (Sambrook & Russell, 2001). Der Erfolg der PCR wurde 
mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 
2.5.5.2 Kolonie-PCR 
Zur Kontrolle von E. coli-Transformanden oder C. glutamicum-Deletionsmutanten wurden 
einzelne Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher in 50 µl sterilem Wasser resuspendiert 
und die Suspension für 10 min bei 95 °C inkubiert, um die Zellen aufzuschließen. Der am 
Zahnstocher verbliebene Rest der Zellen wurde auf einer frischen LB-Agarplatte mit dem 
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Für die PCR wurde der DreamTaqTM PCR 
Master Mix verwendet, der bereits Puffer, dNTPs und MgCl2 enthielt. Diesem wurden dann 
2 µl der Zellsuspension sowie je 400 nM Oligonukleotide hinzugefügt. Das PCR-Programm 
bestand aus einem einmaligen Denaturierungsschritt von 2 min bei 95 °C und einem sich 
wiederholenden Zyklus aus DNA-Denaturierung für 30 s bei 95 °C, Primeranlagerung 
(annealing) für 30 s bei 55–65 °C und Verlängerung (Elongation) der Primer mithilfe der 
DNA-Polymerase für 1 min/ kb bei 72 °C. Abschließend wurde eine finale Elongation für 
10 min bei 72 °C durchgeführt. Die Berechnung der Anlagerungs-Temperatur und der 
Elongationszeit erfolgte wie unter 2.5.5.1 beschrieben. 
2.5.6 Konstruktion von Deletionsmutanten 
Zur Konstruktion von C. glutamicum-Deletionsmutanten wurde das Ziel-Gen im Leseraster 
deletiert (Niebisch & Bott, 2001). Zu diesem Zweck wurde zunächst eine overlap extension-
PCR durchgeführt (Link et al., 1997). In einer ersten PCR wurden zunächst zwei etwa 
500 bp große stromabwärts und stromaufwärts liegende, flankierende DNA-Bereiche des 
zu deletierenden Gens getrennt amplifiziert. Die dazu verwendeten inneren 
Oligonukleotide wurden so modifiziert, dass die entstandenen PCR-Fragmente eine 21 bp 
lange komplementäre linker-Sequenz aufwiesen. Für die overlap extension-PCR wurden die 
Fragmente aus der ersten PCR als DNA-Matrize verwendet, sodass über den 
komplementären Bereich während der Reaktion eine Anlagerung stattfinden konnte. 
Durch den Einsatz der äußeren Oligonukleotide wurde so ein Fusionsprodukt erhalten. 
Diese Deletionskassette wurde anschließend in den Vektor pK19mobsacB kloniert (Schäfer 
et al., 1994). pK19mobsacB wird in C. glutamicum nicht repliziert, sondern kann durch 
homologe Rekombination in das Chromosom integriert werden. Nach der Transformation 
des Vektors wurden kanamycinresistente Klone isoliert, die das Plasmid ins Chromosom 
integriert hatten. Durch die Kultivierung dieser Klone in Vollmedium ohne Antibiotikum 
konnte ein zweites Rekombinationsereignis stattfinden. Die Bakterienkultur wurde in 
verschiedenen Verdünnungen auf LB-Medium mit 10 % (w/v) Saccharose ausplattiert. Der 
Vektor pK19mobsacB trägt das sacB-Gen, welches für die Levansucrase kodiert. Dieses 
Enzym spaltet Saccharose in Glukose und Fruktose und setzt Fruktose gleichzeitig zum 
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oligomeren Levan um. Dieses Polymer führt zur Letalität (Jäger et al., 1992), sodass nur 
solche Klone wachsen, die das Plasmid durch das zweite Rekombinationsereignis wieder 
verloren hatten. Bei den so erhaltenen saccharoseresistenten und kanamycinsensitiven 
Klonen war entweder die Wildtyp-Situation wiederhergestellt oder das Ziel-Gen deletiert. 
Durch eine PCR mit Oligonukleotiden, die in einem Bereich außerhalb der 
Deletionskassette im Genom binden, konnten Klone mit Deletion identifiziert werden. 
2.5.7 DNA-Sequenzanalyse 
DNA-Sequenzierungen wurden nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode (Sanger et 
al., 1977) bei der Firma Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) durchgeführt. Die erhaltenen 
DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Clone Manager 9 Professional Edition 
(Version 9.1, Scientific & Educational Software) analysiert.  
2.6 Quantitative Bestimmung von Aminosäuren 
2.6.1 Konzentrationsbestimmung von Aminosäuren mittels HPLC-MS 
Die Quantifizierung von Aminosäuren wurde mithilfe von High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) gekoppelt mit Massenspektrometrie (MS) durchgeführt. Die 
chromatographische Trennung der Aminosäuren erfolgte mittels Kationenaustausch-
chromatographie mit dem uHPLC 1290 Infinity System der Firma Agilent (Santa Clara, 
USA). Als Säule fand eine Luna 5μ SCX 100 Å, 150 mm × 2,0 mm (Phenomenex, Torrance, 
USA) mit vorgeschalteter Vorsäule (SecurityGuardTM, Phenomenex, Torrance, USA) 
Verwendung. Als Laufmittel wurden 5 % (v/v) Essigsäure und 15 mM Ammoniumacetat 
(pH 6) verwendet. Es wurde je 1 µl Probe injiziert. Die Aminosäuren wurden mittels zwei 
aufeinanderfolgenden isokratischen Elutionsschritten bei einem Laufmittelfluss von 
0,4 ml/min von der auf 30 °C geheizten Säule eluiert (Programm s. Tab. 2.4). Die Detektion 
der Aminosäuren erfolgte mit dem 6130 Quadrupol LC/MS System der Firma Agilent 
(Santa Clara, USA). Das Massenspektrometer wurde im positiven ESI-Modus verwendet. 
Die Datenerfassung wurde im selected ion monitoring-Modus mit folgenden Parametern 
durchgeführt: Temperatur des Trockengases (N2) von 250 °C bei einer Flussrate von 
12 l/min, Zerstäuberdruck von 35 psig, Kapillarspannung von 2 kV, Temperatur des 
Verdampfers von 200 °C sowie Fragmentorspannung von 55 eV. Die Konzentration der 
analysierten Aminosäure wurde über den Vergleich mit einem externen Standard der 
betreffenden Aminosäure und unter zusätzlicher Verwendung von L-Asparagin als 
internem Standard ermittelt. Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm 
ChemStation (Agilent, Santa Clara, USA).  
Tab. 2.4: Elutionsprofil zur chromatographischen Auftrennung von Aminosäuren.  
Zeit [min] 5 % Essigsäure [%] 15 mM Ammoniumacetat [%] 
0 85 15 
11 85 15 
17 0 100 
35 0 100 
35,1 85 15 
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2.6.2 Bestimmung intrazellulärer Aminosäurekonzentrationen 
Zur Bestimmung intrazellulärer Aminosäurekonzentrationen wurde die Methode der 
Silikonölzentrifugation angewendet (Klingenberg & Pfaff, 1967). Bei dieser Methode 
kommt es zu einer schnellen Inaktivierung des Zellstoffwechsels sowie der raschen 
Abtrennung der Zellen vom Kulturüberstand. Hierfür wurden 400 µl Beckman-
Reaktionsgefäße (Beckman Instruments GmbH, München) mit 30 µl 20 %iger (v/v) 
Perchlorsäure und 65 µl Silikonöl mit einer Dichte von 1,04 g/cm3 befüllt. Das Silikonöl 
wurde durch das Mischen von Silikonölen mit einer Dichte von 1,03 g/cm3 (Carl Roth 
GmbH & Co., Karlsruhe) und 1,05 g/cm3 (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) hergestellt. 
Pro Messpunkt wurden 3 x 100 µl Zellsuspension in je drei vorbereitete Beckman-
Reaktionsgefäße überführt. Durch sofortige Zentrifugation für 45 s bei maximaler 
Geschwindigkeit (12,535 g) in einer Microfuge E (Beckman Instruments GmbH, München) 
wurden die Zellen vom Medium getrennt, welches aufgrund seiner geringen Dichte als 
Überstand auf der Silikonölphase zurückblieb. Die so erhaltenen Kulturüberstände wurden 
zur Quantifizierung der extrazellulären Aminosäurekonzentration mittels HPLC-MS 
vermessen. Im Gegensatz dazu mussten zur Quantifizierung der intrazellulären 
Aminosäuren zunächst die in der Perchlorsäurephase pelletierten Zellen aufgeschlossen 
werden (Hoischen & Krämer, 1990). Für den Zellaufschluss wurde das Pellet in 45 µl H2O 
und 10 µl Silikonöl mit einer Dichte von 1,07 g/cm3 (Dow Corning GmbH, Wiesbaden) 
resuspendiert, anschließend für 5 min im Ultraschallbad (Branson, Heusenstamm) 
inkubiert und die erhaltene Suspension anschließend mit 25 µl 5 M KOH, 1 M 
Triethanolamin neutralisiert. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation abgetrennt 
(4 °C, 5 min, 16000 g) und der Überstand zur Quantifizierung der Aminosäuren mittels 
HPLC-MS verwendet. Die Berechnung der intrazellulären Aminosäurekonzentration 
erfolgte nach folgender Formel: 
     
                                 
          
  
 cint:  errechnete intrazelluläre Aminosäurekonzentration [mM]  
 cint.gem:  gemessene intrazelluläre Aminosäurekonzentration [mM] 
cex:  gemessene extrazelluläre Aminosäurekonzentration [mM] 
OD600:  Zelldichte während der Kurzzeitfermentation 
 
Mithilfe dieser Formel erfolgte die Berechnung der tatsächlichen intrazellulären 
Konzentration unter Berücksichtigung (i) der bei der Aufarbeitung des Zellpellets 
durchgeführten Verdünnungsschritte (            ), (ii) eines Korrekturfaktors, der den 
Fehler einbezieht, der durch die Aminosäurekonzentration im an den Zellen anhaftenden 
Medium bedingt ist (                ) und (iii) des intrazellulären Volumens der 
eingesetzten Zellen (          ). Der Multiplikationsfaktor ergibt sich daraus, dass eine 
OD600 von 1 einem Zelltrockengewicht von 0,3 mg/ml entspricht (Gutmann, 1993) und das 
Zellvolumen von C. glutamicum 1,6 µl/mg Trockengewicht beträgt (Zittrich & Krämer, 
1994). 
Material und Methoden 29 
 
 
2.7 Biochemische Methoden 
2.7.1 Zellaufschluss mit Ultraschall 
Für den Zellaufschluss wurden 100 ml Kultur in 1 ml Lysispuffer (50 mM NaH2PO4 x H2O, 
300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8 mit NaOH eingestellt) resuspendiert und 
anschließend in 1,5 ml-Reaktionsgefäßen in einem Eisbad mit Ultraschall behandelt. 
Zellsuspensionen mit E. coli wurden für 4 min mit einer Pulslänge von 20 % und einer 
Beschallintensität von 2 mit dem Ultraschalldesintegrator (Branson Sonifier W-250, 
Branson Sonic Power Company, Danbury, USA) behandelt. Anschließend wurden die 
Zelltrümmer durch Zentrifugation (30 min, 16000 g, 4 °C) abgetrennt und der Überstand 
als Rohextrakt in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
2.7.2 Affinitätschromatographie mittels Ni-NTA-Agarose 
Proteine mit Polyhistidin-Tag wurden über an Agarose gebundene Nickel-
Nitrilotriessigsäure (Ni-NTA) gereinigt (Hochuli et al., 1987). Hierzu wurden Säulen mit 
einem Bettvolumen von 200 µl-1 ml Ni-NTA-Agarose (QIAGEN, Hilden) vorbereitet und mit 
2 x 5 Säulenvolumen Lysispuffer äquilibriert. Anschließend wurde der komplette 
Rohextrakt zwei Mal auf die Säule geladen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden 
durch Waschen mit 10 Säulenvolumen Waschpuffer-20 (wie Lysispuffer, aber mit 20 mM 
Imidazol), 10 Säulenvolumen Waschpuffer-30 (wie Lysispuffer, aber mit 30 mM Imidazol) 
und 10 Säulenvolumen Waschpuffer-60 (wie Lysispuffer, aber mit 60 mM Imidazol) 
entfernt. Die Elution erfolgte mit 5 x 1 Säulenvolumen Elutionspuffer (wie Lysispuffer, aber 
mit 250 mM Imidazol). Die Elutionsfraktionen wurden auf Eis aufbewahrt. Mittels SDS-
PAGE (2.7.3) wurde die Reinigung kontrolliert. 
2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde zur Trennung löslicher Proteine nach 
ihrer Masse verwendet (Laemmli, 1970; Lewis et al., 1970). Die Trennung erfolgte in 
12 %igen Bis-Tris-Polyacrylamidgelen in vertikalen Gelkammern (NuPAGE System, Life 
Technologies, Carlsbad, USA). Als Laufpuffer wurde ein MOPS-Puffer (50 mM MOPS, 
50 mM TRIS, 1 mM EDTA, 0.1 % (w/v) SDS, pH 7,7) verwendet. Vor dem Auftrag wurden 
die Proben mit SDS-Ladepuffer versetzt (6x: 350 mM TRIS, 10 % (w/v) SDS, 60 mM DTT, 
30 % (v/v) Glycerin, 0,175 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) und für 10 min bei 95 °C 
denaturiert. Zur Abschätzung der Proteingröße diente der Marker PageRuler Prestained 
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Die Trennung wurde bei 
konstanter Stromstärke (0,02 A pro Gel) und einer maximalen Spannung von 200 V 
durchgeführt. Die Proteine wurden mithilfe des kolloidalen Farbstoffs Coomassie-Brilliant-
Blau angefärbt. Dazu wurden die Gele zunächst mit H2O gewaschen, mit der Färbelösung 
(0,1 % (w/v) Coomassie brilliant blue G-250, 40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsäure) 
bedeckt, 1 min bei maximaler Stärke in der Mikrowelle erhitzt und dann 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Überschüssiger Farbstoff wurde mithilfe von Entfärbelösung 
(10 % (v/v) Ethanol, 7,5 % (v/v) Essigsäure) entfernt. Dazu wurden die Gele mit 
Entfärbelösung bedeckt, 1 min bei maximaler Stärke in der Mikrowelle erhitzt und 
anschließend 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Vorgang wurde so oft 
wiederholt, bis der Hintergrund frei von Farbstoff war. 
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2.7.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch (Bradford, 1976). Dieser 
Methode liegt zugrunde, dass sich der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau an Proteine 
anlagert und es somit zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 
466 nm zu 595 nm kommt. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist proportional zur 
Proteinkonzentration in der Lösung. Für die Messung wurde 33 µl Probe zu 1 ml Bradford-
Reagenz (0,01 % (w/v) Coomassie brilliant blue G-250, 4,7 % (w/v) 95 % Ethanol, 8,5 % 
(w/v) 85 % Phosphorsäure) gegeben, für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und die 
Absorption bei 595 nm gemessen. Die Konzentration wurde über eine mit 
Rinderserumalbumin (BSA) als Standard erstellte Eichkurve ermittelt. 
2.7.5 MALDI-TOF Massenspektrometrie 
Um die Identität der isolierten Proteine zu überprüfen, wurden diese mittels MALDI-TOF 
Massenspektrometrie analysiert (Schaffer et al., 2001). Zu diesem Zweck wurden die mit 
Coomassie-gefärbten Proteinbanden aus den Polyacrylamidgelen ausgeschnitten und zwei 
Mal mit 750 µl 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat in 30 % (v/v) Acetonitril gewaschen. 
Anschließend wurden die Gelstücke für 20 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und 
in 6 µl 3 mM TRIS/HCl (pH 8,8) mit 10 ng/µl Trypsin rehydratisiert. Nach 30 min Inkubation 
bei Raumtemperatur wurden weitere 6 µl 3 mM TRIS/HCl (pH 8,8) hinzugegeben und die 
Proben über Nacht bei Raumtemperatur verdaut. Die Peptide wurden durch Zugabe von 
10 µl H2O, 15 min Inkubation bei Raumtemperatur, Zugabe von 10 µl 0,2 % (v/v) 
Trifluoressigsäure in 30 % (v/v) Acetonitril und 10 min Inkubation bei Raumtemperatur 
eluiert. Im Anschluss wurden die Peptide mithilfe einer Mikrochromatographiesäule 
„ZipTip® C18 standard bed“ (Millipore, Schwalbach) nach Angaben des Herstellers gereinigt 
und konzentriert, mit 3 µl gesättigter Matrixlösung (-Cyano-4-hydroxyzimtsäure in 50 % 
(v/v) Acetonitril/0,25 % (v/v) Trifluoressigsäure) eluiert und auf die Probenplatte 
„Prespotted AnchorChip“ (Bruker Daltonics, Bremen) aufgetragen. Die anschließende 
Analyse erfolgte mit einem Ultraflex III MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer (Bruker 
Daltonics, Bremen) im positiven Reflektor-Modus. Die Steuerung des Geräts erfolgte 
mithilfe der mitgelieferten Software FlexControl. Die erhaltenen Peptidmassen wurden 
mittels des Programms BioTools 3.1, des MASCOT-Servers (Matrix Schience, London, UK) 
und der MASCOT-Software (Perkins et al., 1999) mit einer lokalen Datenbank verglichen. 
Beim Peptidmassenvergleich wurden ein missed cleavage beim Trypsinverdau, eine 
Carbamidomethylsubstitution am L-Cystein als feste Modifikation, eine Oxidation von L-
Methionin sowie Phosphorylierungen von L-Serin- und L-Threoninresten als variable 
Modifikation und eine Abweichung von 200 ppm zugelassen. Von einer sicheren 
Identifizierung wurde ausgegangen, wenn ein MOWSE-Score (molecular weight search) 
≥ 50 erhalten wurde (Pappin et al., 1993).  
2.8 Spektroskopische Analysen 
2.8.1 Epifluoreszenzmessung 
Zur Durchführung von Epifluoreszenzmessungen wurde das inverse Mikroskop Nikon 
Eclipse Ti (Nikon GmbH, Düsseldorf) eingesetzt, welches mit folgendem Zubehör 
ausgestattet war: Fokus Assistent (Nikon PFS, Nikon GmbH, Düsseldorf), Apo TIRF 100× Oil 
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DIC N Objektiv, NIKON DS-Vi1 color Kamera, ANDOR LUCA R DL604 Kamera, Xenon 
Fluoreszenz-Lichtquelle und Standard Filter für EYFP-Detektion (Exzitation: 490 - 510 nm, 
Emission: 520 - 550 nm). Sowohl Differential-Interferenz-Kontrast-Aufnahmen (differential 
interference contrast, DIC), als auch Fluoreszenz-Aufnahmen wurden mithilfe des 
Software-Pakets Nikon NIS Elements AR (Nikon GmbH, Düsseldorf) aufgenommen und 
analysiert. Die zu analysierenden Zellen wurden vor den mikroskopischen Aufnahmen auf 
Objektträgern mit 1 % (w/v) Agarose fixiert. 
2.8.2 Fluoreszenzmessungen 
Für die Fluoreszenzmessungen mit zirkulär permutiertem GFP (cpGFP) wurde das 
Mikrotiterplatten-Lesegerät infinite M200pro (Tecan, Männedorf, Schweiz) verwendet. Als 
Puffer sowohl für Zellsuspensionen als auch für gereinigtes Protein diente Phosphat-
gepufferte Kochsalzlösung (PBS; 154 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,9 mM NaH2PO4, pH 
7,4). Zur Aufnahme von Exzitationsspektren wurde die Emissionswellenlänge bei 525 nm 
gehalten und der Exzitationsscan über einen Wellenlängenbereich von 350 bis 505 nm 
aufgenommen. Für das dazugehörige Emissionsspektrum wurde die 
Exzitationswellenlänge bei 460 nm gehalten und der Emissionsscan über einen 
Wellenlängenbereich von 480 bis 600 nm aufgenommen. Für Einzelpunktmessungen 





3.1 Konstruktion eines plasmidfreien L-Serin-Produktionsstammes 
Der L-Serin-Produktionsstamm C. glutamicum Ser4 ist durch zwei chromosomale 
Deletionen gekennzeichnet. Die Deletion des Gens sdaA, welches für die Serin-
Dehydratase kodiert, führt zur Reduktion des L-Serin-Abbaus durch die Zelle. Die Deletion 
der Gene pabABC führt zur Folsäure-Auxotrophie und erlaubt die Aktivitätskontrolle der 
Folsäure-abhängigen Serin-Hydroxymethyltransferase. Weiterhin enthält der Stamm das 
Plasmid pserACB zur Überexpression der Gene serAfbr, serC und serB (Stolz et al., 2007). Es 
sollte ein Stammhintergrund geschaffen werden, um auch plasmidfrei L-Serin bilden zu 
können, damit bei den molekulargenetischen Arbeiten zur L-Cystein-Bildung aus L-Serin 
verschiedenste Plasmide eingesetzt werden können. Im Plasmid pserACB kodiert serAfbr für 
eine feedbackresistente 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase. Die Feedback-Resistenz 
beruht dabei auf der Deletion der letzten 197 Aminosäuren des Proteins (Peters-Wendisch 
et al., 2002). Es war deswegen das Ziel, diese Deletion im chromosomal kodierten serA-
Gen einzuführen. Vorerst mussten jedoch die Randbereiche der verkürzten serAfbr-
Variante mittels Sequenzierung überprüft werden, da es Hinweise gab, dass die durch 
P. Peters-Wendisch erstellte in silico-Sequenz der Plasmide pserACB und pZ1serA197, aus 
dem die Originalsequenz stammt, mit der tatsächlichen nicht übereinstimmt. Die 
Sequenzierung der Plasmide pserACB und pZ1serA197 von P. Peters-Wendisch ergab, 
dass zwar die letzten 591 bp des serA-Gens deletiert waren, aber der open reading frame 
von serA nach der Deletion noch um 30 bp verlängert in pserACB vorliegt. Dies entspricht 
dem um 197 Aminosäuren am C-terminalen Ende deletierten SerA plus den 10 
zusätzlichen Aminosäuren GTELELLRRR. 
3.1.1 Chromosomale Integration des Gens für die feedbackresistente 3-
Phosphoglycerat-Dehydrogenase 
Um auszuschließen, dass die 10 zusätzlichen Aminosäuren einen Einfluss auf die Stabilität 
bzw. Aktivität von SerA197 haben, sollte ein Nachbau ohne die zehn zusätzlichen Codons 
erstellt und chromosomal im Serinstammhintergrund integriert werden (SerA197stp). 
Zusätzlich sollte auch die SerA197-Variante mit den zehn zusätzlichen Codons (SerA197) 
chromosomal integriert werden. Zu diesem Zweck wurden zwei Deletionsplasmide 
konstruiert: pK19mobsacB_serA197 mit der Fusion GTELELLRRR und 
pK19mobsacB_serA197stp. Die erhaltenen Deletionsmutanten C. glutamicum 
sdaApabABC serA197 sowie C. glutamicum sdaApabABCserA197stp werden im 
Folgenden Ser4-1 bzw. Ser4-2 genannt. Die beiden Stämme Ser4-1 und Ser4-2 sollten auf 
die L-Serin-Bildung untersucht werden. Weiterhin sollte auch die L-Cystein-Bildung dieser 
Stämme untersucht werden, da möglicherweise schon geringe Mengen an gebildetem L-
Serin ausreichen, damit L-Cystein von den Zellen überproduziert und exportiert wird. 
Hierzu wurde ein Expressionsplasmid mit den L-Cystein-Synthese-Genen cysE und cysK 
konstruiert (zur Konstruktion s. Abschnitt 3.2.1). Die Stämme Ser4-1 und Ser4-2 wurden 
mit dem resultierenden Plasmid pcysKE sowie dem Leervektor pEKEx2 transformiert. Als 




über Nacht in CGIII-Medium kultiviert und nach 16 h eine zweite Vorkultur in CGXII-
Medium inokuliert. Nach Kultivierung für etwa 9 h wurde die Hauptkultur in CGXII mit 
Folsäure inokuliert. Wie bereits in den Arbeiten von M. Stolz gezeigt werden konnte, führt 
die Supplementation des Folsäure-auxotrophen Stammes Ser4 mit unterschiedlichen 
Folsäure-Konzentrationen zu unterschiedlichen Aktivitäten der Serin-Hydroxymethyl-
transferase, was einen direkten Einfluss auf die L-Serin-Ausbeute hat (Stolz et al., 2007). 
Aus diesem Grund wurden die Hauptkulturen mit 0,5 mM Folsäure supplementiert und 
das Wachstum sowie die Bildung von L-Serin und L-Cystein mittels HPLC-MS bestimmt. Der 
Versuch wurde dreimal durchgeführt. Abbildung 3.1 zeigt Mittelwerte und 
Standardabweichung der Versuche. 
 
Abb. 3.1: Bildung von L-Serin und L-Cystein mit C. glutamicum Ser4-1 und Ser4-2. Dargestellt sind das 
Wachstum und die Konzentrationen an L-Serin und L-Cystein im Kulturüberstand. A, C, E: 
Kulturen mit Leervektor pEKEx2; B, D, F: Kulturen mit Expressionsvektor pcysKE; A+B: 
C. glutamicum 'sdaA'pabABC; C+D: C. glutamicum Ser4-1; E+F: C. glutamicum Ser4-2. 




Der Kontrollstamm sdaApabABC zeigte sowohl mit Leerplasmid als auch mit 
Expressionsvektor nur sehr geringe L-Serin-Bildung im Bereich von 0,15 bis 0,25 mM und 
keine L-Cystein-Bildung. (Abb. 3.1 A+B). Im Gegensatz dazu zeigten die Stämme Ser4-1 und 
Ser4-2 mit Leerplasmid eine leicht erhöhte intermediäre L-Serin-Bildung von 1,3 ± 0,5 mM 
bzw. 1,5 ± 0,3 mM (Abb. 3.1 C+E). Mit dem Ser4 Stamm, der serAfbr plasmidkodiert enthält, 
wurden aber 40 mM L-Serin erhalten (Daten nicht gezeigt). Bei Expression der L-Cystein-
Synthese-Gene cysE und cysK zeigten interessanterweise sowohl Ser4-1 als auch Ser-2 
bereits L-Cystein-Bildung. Ser4-1 akkumulierte 2,2 ± 0,35 mM L-Serin und 0,9 ± 0,3 mM L-
Cystein (Abb. 3.1 D), wohingegen Ser4-2 1,1 ± 0,35 mM L-Serin und 1,75 ± 0,15 mM L-
Cystein bildete (Abb. 3.1 F). Bei allen Stämmen kam es zum Ende der Kultivierung zu einer 
Reduktion der L-Serin-Konzentration im Überstand, die auf eine Verstoffwechselung von 
ausgeschiedenem L-Serin hinweist. Der Austausch der nativen 3-Phosphoglycerat-
Dehydrogenase durch eine der zwei feedbackresistenten Varianten führte somit zur 
Bildung von L-Serin. Möglicherweise gibt es geringe Unterschiede mit den zwei SerA197-
Varianten bezüglich der Produktbildung, die aber bei den geringen Konzentrationen nicht 
überbewertet werden dürfen. Bei zusätzlicher Expression der L-Cystein-Synthese-Gene 
kommt es bereits zur Bildung und Ausscheidung von L-Cystein. Für die Bildung von 
größeren Mengen an L-Serin, so wie sie bei der Nutzung des plasmidkodierten serAfbr in 
Plasmid pserACB typisch sind, reicht der chromosomale Austausch der nativen 3-
Phosphoglycerat-Dehydrogenase durch eine feedbackresistente Variante jedoch nicht aus. 
3.1.2 Promotoraustausch der C-terminal verkürzten 3-Phosphoglycerat-
Dehydrogenase im Chromosom durch einen starken konstitutiven Promotor 
Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, führte der Austausch der nativen 3-
Phosphoglycerat-Dehydrogenase durch feedbackresistente Varianten zur Bildung geringer 
L-Serin-Konzentrationen. Die Expressionsstärke des nativen serA-Promotors reichte 
möglicherweise nicht aus, um eine erhöhte L-Serin-Bildung und die erhoffte starke L-
Cystein-Bildung zu erlangen. Aus diesem Grund sollte der Austausch des nativen 
Promotors vor serA197stp durch einen starken konstitutiven Promotor erfolgen. Hierfür 
wurde der Promotor des Elongationsfaktors TU (Ptuf) aus C. glutamicum verwendet, 
welcher bereits erfolgreich für diesen Zweck benutzt worden war (Becker et al., 2005; 
Litsanov et al., 2012). Für den Austausch wurde das Plasmid pK19mobsacBPtufserA197
stp 
konstruiert. Der im Screening erhaltene Stamm C. glutamicum 
sdaApabABC PtufserA197
stp wurde mittels Sequenzierung überprüft und wird im 
Folgenden Ser4-3 genannt. Als Kontrolle wurde der Stamm Ser4-2 verwendet. Die beiden 
Stämme Ser4-2 und Ser4-3 wurden zusätzlich noch mit dem Plasmid pEC-T18mob2serCB 
(Peters-Wendisch et al., 2005) transformiert, um zu untersuchen, ob für eine ausreichende 
Akkumulierung von L-Serin auch noch die Gene serC und serB notwendig sind. Daten dazu 
liegen von M. Stolz und P. Peters-Wendisch nicht vor. Als weitere Kontrolle wurden die 
Stämme mit dem Plasmid pZ1serA197stp transformiert. Die Stämme wurden wie in 
Abschnitt 3.1.1 beschrieben kultiviert und das Wachstum sowie die L-Serin-Bildung mittels 
HPLC-MS aufgenommen. Der Versuch wurde mit zwei verschiedenen Klonen von Ser4-3 




Serin-Bildung kaum unterschieden, zeigt Abb. 3.2 exemplarisch die Ergebnisse für einen 
der beiden Klone. 
 
Abb. 3.2: Wachstum und L-Serin-Bildung der Stämme C. glutamicum Ser4-2 und Ser4-3. Dargestellt ist 
das Wachstum in CGXII und die L-Serin-Bildung über die Zeit. A: Wachstum der Stämme ohne 
Plasmid, B: Wachstum der Stämme mit pEC-T18mob2serCB, C: Wachstum der Stämme mit 
pZ1serA'197stp, D: L-Serin-Bildung der Stämme ohne Plasmid, E: L-Serin-Bildung der Stämme 
mit pEC-T18mob2serCB, F: L-Serin-Bildung der Stämme mit pZ1serA'197stp, C. glutamicum 
Ser4-2 (  ), C. glutamicum Ser4-3 ( ). 
 
Ohne Plasmid zeigte die Promotoraustauschmutante Ser4-3 ein deutlich verringertes 
Wachstum im Vergleich zum Ausgleichsstamm Ser4-2. Derselbe Phänotyp zeigte sich auch 
nach Einbringen des Plasmids pEC-T18mob2serCB. Durch plasmidbasierte Expression von 
serA'197stp konnte jedoch das Wachstumsverhalten des Ausgangsstamms Ser4-2 
wiederhergestellt werden. In Bezug auf die L-Serin-Bildung zeigte sich, dass der Stamm 
Ser4-3 ohne Plasmid nur 0,06 ± 0,03 mM L-Serin bildete und damit weniger als der 
Ausgangsstamm Ser4-2, der 0,42 ± 0,07 mM L-Serin akkumulierte. In Anwesenheit von 
pZ1serA'197stp waren die L-Serin-Mengen in den Stämmen Ser4-2 und Ser4-3 mit 
1,28 ± 0,31 und 2,51 ± 1,41 mM leicht erhöht. Deutlich höhere Konzentrationen von 
27,1 ± 3,0 mM wurden dagegen mit Ser4-2 pEC-T18mob2serCB erreicht. In dem 
durchgeführten Experiment sind die Folgen der Ptuf-Verwendung unverständlich. Es könnte 
sein, dass durch die Integration des neuen Promotorbereichs die Expression von serA 
gestört wird. Die Untersuchung der Expression ausgehend von PserA und Ptuf könnte 
weiteren Aufschluss geben. Möglicherweise ist es sinnvoller, über Punktmutationen im 
Promotor von serA eine verstärkte Expression zu erreichen. Bezüglich der Frage, ob 
chromosomal kodiertes, feedbackresistentes serA allein zu erhöhter L-Serin-Bildung führt, 
zeigt das Experiment mit Ser4-2 pEC-T18mob2serCB, dass auch die Expression von serC 
und serB in Kombination mit serAfbr für eine erhöhte L-Serin-Bildung bestimmend sind. 
Dementsprechend müsste die ganze Kassette aus dem Plasmid pserACB, welches im Ser4-
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Stamm vorhanden ist, ins Genom eingebracht werden, oder die Promotoren vor den 
jeweiligen Genen ausgetauscht werden. 
3.2 Steigerung der L-Cystein-Bildung mit C. glutamicum 
3.2.1 Wachstum in Anwesenheit von L-Cystein 
Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass die Anwesenheit von L-Cystein im 
Kulturmedium eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von C. glutamicum ATCC13032 
(WT) hat (Follmann et al., 2009). Da die Arbeiten zur Steigerung der L-Cystein-Synthese auf 
einem plasmidfreien L-Serin-Produzenten aufbauen sollten, dieser jedoch nur geringe 
Mengen L-Serin akkumulierte, wurde die Auswirkung von verschiedenen Konzentrationen 
an L-Cystein auf das Wachstum des Ausgangsstammes Ser4 vergleichend mit dem Wildtyp 
betrachtet. Die Kultivierung wurde wie in Abschnitt 3.1.1. beschrieben durchgeführt und 
das Wachstum der Hauptkulturen im BioLector verfolgt.  
 
Abb. 3.3: Wachstum von C. glutamicum ATCC13032 (WT) und C. glutamicum Ser4 in Anwesenheit von 
L-Cystein. Dargestellt ist das Wachstum in CGXII mit verschiedenen Konzentrationen von L-
Cystein über die Zeit. A: C. glutamicum ATCC13032 (WT); B: C. glutamicum Ser4; : 0 mM, 
: 1 mM, : 2,5 mM, : 5 mM, : 10 mM, : 15 mM, : 25 mM, : 50 mM L-
Cystein. 
 
Das Wachstum des Wildtyps war bereits bei geringen Konzentrationen von L-Cystein im 
Medium verringert. Dabei zeigte sich sowohl eine Verminderung der Wachstumsrate als 
auch der maximalen Dichte der Kulturen. Ab einer Konzentration von 15 mM L-Cystein 
verschlechterte sich das Wachstum nicht weiter, was wahrscheinlich daran lag, dass L-
Cystein zum schwer löslichen L-Cystin oxidierte und ausfiel. Das konnte sowohl visuell, als 
auch mittels LC-MS-Messungen des Überstands bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Bei 
der Konzentration von 100 mM L-Cystein (nicht in Abb. 3.3 gezeigt) war durch das 
ausgefallene L-Cystin das Signal des BioLectors stark gestört, sodass keine 
Wachstumskurve aufgezeichnet werden konnte. Dieser Effekt wurde bereits bei einer 
Konzentration von 50 mM sichtbar. Der L-Serin-Produzent Ser4 zeigte wie erwartet ohne 
Zugabe von L-Cystein ein vermindertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp, da die 
Kultivierung unter Folsäure-Mangel stattfand. Mit zunehmender Konzentration von L-




Dies wurde in unabhängigen Experimenten bestätigt. Die Analyse des Kulturüberstands 
der Ser4-Kulturen mittels HPLC-MS nach 48 h ergab, dass die Konzentration von 
gebildetem L-Serin mit zunehmender L-Cystein-Konzentration im Medium abnahm 
(Abb. 3.4). Bei 1 mM L-Cystein war dieser Effekt noch minimal, während in Anwesenheit 
von 2,5 mM L-Cystein die L-Serin-Bildung von 32 ± 2,72 mM in der Kontrolle ohne L-
Cystein drastisch auf 9,83 ± 0,2 mM vermindert war. Ab einer Konzentration von 5 mM L-
Cystein und höher, lag die L-Serin-Konzentration im Überstand zwischen 2,4 und 3,5 mM. 
Da die Glukose in allen Fällen verbraucht war, resultiert das verbesserte Wachstum 
vermutlich aus der geringeren L-Serin-Bildung der Kulturen. Es ist denkbar, dass L-Cystein 
in unbekannter Weise die Verfügbarkeit von C1-Bausteinen erhöht. Dieses Experiment 
weist auf eine komplexe Beeinflussung des Ser4-Stammes durch extern zugegebenes L-
Cystein hin. Hohe L-Cystein-Konzentrationen können zu einer vermehrten Reduktion von 
Eisen führen, welches in der Fenton-Reaktion mit H2O2 Hydroxylradikale entstehen lässt 
und dadurch oxidativen Stress auslösen (Park & Imlay, 2003). Die Verknüpfung von 
oxidativem Stress mit dem L-Cystein- und L-Methionin-Metabolismus, welche eng mit der 
L-Serin-Synthese verknüpft sind, konnte bereits gezeigt werden (Follmann et al., 2009).  
 
 
Abb. 3.4: L-Serin-Bildung von C. glutamicum Ser4 in Anwesenheit von L-Cystein. Dargestellt sind die 
über HPLC-MS ermittelten Konzentrationen an L-Serin im Überstand der Kulturen nach 48 h 
Kultivierung in CGXII-Medium. Es wurden jeweils drei biologische Replikate angefertigt. 
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung. 
 
3.2.2 Expression rekombinanter Serin-Acetyltransferasen 
L-Cystein wird in zwei enzymatischen Schritten aus L-Serin synthetisiert. Für die 
fermentative Herstellung von L-Cystein ist der erste Schritt als der limitierende 
beschrieben (Wada & Takagi, 2006). Das diese Reaktion katalysierende Enzym, die Serin-
Acetyltransferase (SAT, cysE), unterliegt sowohl in E. coli als auch C. glutamicum einer 
Feedback-Inhibierung durch L-Cystein. Die Inhibitorkonstante (Ki) für L-Cystein liegt für die 
SATs aus beiden Organismen im mikromolaren Bereich, und zwar bei 0,6 μM für E. coli und 
bei 2 μM für C. glutamicum (Haitani et al., 2006; Kai et al., 2006). Für E. coli wurden bereits 
feedbackresistente SAT-Varianten generiert (Kai et al., 2006; Nakamori et al., 1998) und 
zudem erfolgreich in C. glutamicum exprimiert (Wada et al., 2002). Ein weiterer Ansatz für 
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die Umgehung der Feedback-Inhibierung ist die Verwendung von natürlich 
vorkommenden, feedbackresistenten SATs aus Pflanzen, da bereits gezeigt wurde, dass 
diese auch in E. coli funktional sind (Takagi et al., 1999; Wirtz & Hell, 2003). Eine Übersicht 
der in dieser Arbeit verwendeten Serin-Acetyltransferasen findet sich in Tab. 3.1. 
Tab. 3.1: Übersicht über in der Arbeit verwendeten Serin-Acetyltransferasen. 
SAT Organismus Ki [µM] Feedback-Resistenz Literatur 
CgSAT (cysE) C. glutamicum 2 - (Haitani et al., 2006) 
EcSAT
wt
 E. coli 0,6 - (Kai et al., 2006) 
EcSAT
V95R,D96P
 E. coli 950 Aminosäureaustausch 
V95R, D96P 
(Kai et al., 2006) 
NtSAT4 N. tabacum keine 
Inhibierung 
nativ (Wirtz & Hell, 2003) 
 
Für die heterologe Expression von SATs im Ser4-Stamm wurde die feedbackresistente 
Variante EcSATV95R,D96P aus E. coli ausgewählt, da diese von allen in der Literatur 
beschriebenen Mutanten am wenigsten in vitro durch L-Cystein gehemmt ist (Kai et al., 
2006). Zusätzlich sollte NtSAT4 aus Nicotiana tabacum exprimiert werden (Wirtz & Hell, 
2003). Zum Vergleich diente die Wildtyp-Variante aus E. coli. Die drei Gene wurden in den 
Expressionsvektor pEKEx3 eingebracht und im Ser4-Stamm exprimiert. Die Kultivierung 
wurde wie in Abschnitt 3.1.1. beschrieben durchgeführt und das Wachstum sowie die 
Produktion von L-Serin und L-Cystein mittels HPLC-MS bestimmt. Der Versuch wurde 
dreimal durchgeführt. Tab. 3.2 zeigt Mittelwerte und Standardabweichung der Versuche. 
Tab. 3.2: Kultivierung des L-Serin-Stamms Ser4 mit verschiedenen Expressionsplasmiden. Dargestellt 






L-Cystein [mM] L-Serin [mM] 
pEKEx3 0,091 ± 0,004 0,93 ± 0,16 63,1 ± 8,8 
pEcSAT
wt
 0,073 ± 0,008 1,02 ± 0,24 66,1 ± 7,0 
pEcSAT
V95R,D96P
 0,085 ± 0,004 1,39 ± 0,27 54,3 ± 5,7 
pNtSAT4 0,087 ± 0,005 0,92 ± 0,16 72,7 ± 6,9 
 
Der Ser4-Stamm bildet bereits ohne die Expression zusätzlicher L-Cystein-Synthese-Gene 
0,93 ± 0,16 mM L-Cystein und 63,1 ± 8,8 mM L-Serin. Im Überstand der Kultur von Ser4 
pEcSATwt wurden mit 1,02 ± 0,24 mM L-Cystein und 66,1 ± 7,0 mM L-Serin ähnliche Werte 
festgestellt, sodass von einer starken Feedback-Inhibierung ausgegangen werden kann und 
die erreichten L-Cystein-Werte auf der Aktivität der SAT aus C. glutamicum beruhen. Die 
Expression von EcSATV95R,D96P zeigte mit 1,39 ± 0,27 mM keinen signifikanten Effekt auf die 
L-Cystein-Bildung. Wada et al. (2002) konnte mit der Variante EcSATM256I im C. glutamicum 




0,25 mM L-Cystein akkumuliert wurden. Da diese Variante jedoch mit einem Ki-Wert von 
14,5 μM schlechtere in vitro-Eigenschaften bezüglich der Feedback-Inhibierung zeigte als 
EcSATV95R,D96P (Kai et al., 2006), wurde sie nicht verwendet. Die Expression des Gens aus 
N. tabacum bewirkte keinen signifikanten Unterschied bezüglich der Produktbildung im 
Vergleich zur Kontrolle. Da nicht bekannt ist, ob OASS aus C. glutamicum mit den 
heterologen SATs interagieren kann und in Pflanzen die Ausbildung des CS-Komplexes für 
die Aktivität von SAT entscheidend ist (Hell & Wirtz, 2011), ist es möglich, dass es zu keiner 
Interaktion kam. Dem wurde jedoch nicht weiter nachgegangen, da auch mit EcSATV95R,D96P 
nur ein mäßiger Erfolg zu verzeichnen war. 
3.2.3 Expression von cysE und cysK 
Die Expression heterologer SATs führte nicht zu einer deutlichen Verbesserung der 
Produktbildung. Aus diesem Grund sollten die homologen Gene cysK und cysE aus 
C. glutamicum plasmidbasiert exprimiert werden. Da bezüglich einer Ausbildung des CS-
Komplexes in C. glutamicum keine Informationen vorlagen, wurden sowohl cysE einzeln als 
auch cysK und cysE gemeinsam in den Expressionsvektor pEKEx2 eingebracht und der 
Ser4-Stamm mit den entsprechenden Plasmiden transformiert. Die Kultivierung wurde wie 
in Abschnitt 3.1.1. beschrieben durchgeführt und das Wachstum sowie die Produktion von 
L-Serin und L-Cystein mittels HPLC-MS bestimmt. Der Versuch wurde dreimal 
durchgeführt. Abb. 3.5 zeigt Mittelwerte und Standardabweichung der Versuche. 
 
Abb. 3.5: Bildung von L-Cystein und L-Serin mit C. glutamicum Ser4 pcysE und C. glutamicum Ser4 
pcysKE. Dargestellt ist das Wachstum in CGXII (A), sowie die Konzentration an L-Cystein (B) 
und L-Serin (C). : C. glutamicum Ser4 pEKEx2, : C. glutamicum Ser4 pcysE, : 
C. glutamicum Ser4 pcysKE. 
 
Wie zu erwarten, bildet Ser4 mit Leerplasmid bereits 0,95 ± 0,35 mM L-Cystein und 
50,8 ± 7,2 mM L-Serin. Die Expression von cysE in diesem Stamm führte bereits zu einem 
starken Anstieg von L-Cystein im Überstand auf 5,6 ± 0,8 mM, bei gleichzeitiger Reduktion 
der L-Serin-Akkumulation auf 36,3 ± 4,0 mM. Die gleichzeitige Expression von cysK und 
cysE führte zu einer weiteren Steigerung der L-Cystein-Bildung auf 7,3 ± 0,7 mM. Die 
Bildung von L-Serin war in diesem Stamm stark reduziert und erreichte nur 18,8 ± 4,9 mM. 
Der negative Effekt auf die L-Serin-Bildung in Anwesenheit von L-Cystein, der bereits in 
Abschnitt 3.1.1 beschrieben wurde, war auch in diesem Experiment zu beobachten, 
allerdings gab es keinen fördernden auf das Wachstum. Das liegt möglicherweise daran, 
dass die Stämme wegen der assimilatorischen Sulfat-Reduktion mehr Energie für die 
Herstellung von L-Cystein benötigen. Erstaunlicherweise zeigte also die Expression von 
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C. glutamicum cysE einen deutlich positiveren Einfluss als die Expression heterologer 
Gene. Die starke Inhibierung der SAT aus C. glutamicum durch L-Cystein, wie sie in in vitro-
Analysen beschrieben wurde (Haitani et al., 2006), scheint in vivo somit nicht so einen 
starken Einfluss zu haben, da die intrazellulären Substratkonzentrationen vermutlich 
deutlich höher sind, als die im Enzymassay. Für in vitro erhobene Daten zur 
Aktivitätskontrolle ist bereits bekannt, dass sie in Bezug auf gesteigerte Produktbildung 
limitierend sind (Morbach et al., 1995). Zusätzlich muss erwähnt werden, dass sich in 
diesem Experiment nur die Basalexpression von Ptac zunutze gemacht wurde, da sich die 
Induktion mit IPTG sowohl auf das Wachstum als auch auf die Produktbildung negativ 
auswirkte (Daten nicht gezeigt). 
3.2.4 Deletion von aecD 
Ein weiterer vielversprechender Ansatz für die Bildung von L-Cystein ist es, den Abbau 
dieser Aminosäure durch die Zelle zu verhindern. In C. glutamicum sind bereits mehrere 
Enzyme bekannt, die dafür in Frage kommen und die Cystein-Desulfurase-Aktivität haben 
(Marienhagen et al., 2005). Für das Enzym AecD konnte bereits gezeigt werden, dass die 
Deletion einen positiven Einfluss auf die L-Cystein-Produktion hat (Wada et al., 2002). 
Annotiert als Cystathionin E-Lyase (Kim et al., 2001) ist die physiologische Rolle des 
Enzyms die Katalyse der Reaktion von L-Cystathionin zu L-Homocystein bei der 
Transsulfurierung im L-Methionin-Stoffwechsel. Der Abbau von L-Cystein ist vermutlich 
nur eine Nebenreaktion. Da C. glutamicum L-Methionin auch über direkte Sulfhydrylierung 
synthetisieren kann, ist das aecD-Gen nicht essentiell (Hwang et al., 2002; Rossol & Pühler, 
1992). Für die Deletion von aecD im Ser4-Stamm wurde das Plasmid pK19mobsacB'aecD 
verwendet. Nach erfolgreicher Deletion wurden die Gene cysK und cysE im resultierenden 
Stamm Ser4'aecD durch Transformation mit pcysKE exprimiert. Die Kultivierung wurde 
wie in Abschnitt 3.1.1. beschrieben durchgeführt und das Wachstum sowie die Produktion 
von L-Serin und L-Cystein mittels HPLC-MS bestimmt. Der Versuch wurde mehrmals 
durchgeführt, Abb. 3.6 zeigt Mittelwerte und Standardabweichung. 
 
Abb. 3.6: Bildung von L-Cystein und L-Serin mit C. glutamicum Ser4'aecD pcysKE. Dargestellt ist das 
Wachstum in CGXII und die Konzentration an L-Cystein und L-Serin über die Zeit. A: 
Wachstum, B: L-Cystein-Bildung, C: L-Serin-Bildung. : C. glutamicum Ser4'aecD pEKEx2, : 
C. glutamicum Ser4'aecD pcysKE. 
 
Die Expression von cysK und cysE in Ser4'aecD zeigte eine Reduktion des Wachstums im 




dass L-Cystein im Überstand von Ser4aecD mit dem Leervektor gegenüber Ser4 bereits 
erhöht vorlag (3,3 ± 0,5 mM, Vgl. Abschnitt 3.2.3) und dass mit Ser4aecD bei Expression 
von cysK und cysE L-Cystein auf 4,9 ± 0,8 mM zunahm. Damit ergibt sich ein komplexes 
Bild: Die aecD-Deletion ist vorteilhaft, jedoch nicht in jedem Stammhintergrund. Die cysKE-
bedingte Reduktion der L-Serin-Bildung erfolgte sowohl bei dem Stamm Ser4 als auch bei 
Ser4aecD. Das schlechte Wachstum und der nur mäßig positive Effekt auf die L-Cystein-
Bildung bei Deletion von aecD und Expression von cysK und cysE könnten durch einen 
intrazellulären Anstau von L-Cystathionin erklärt werden. Bei den Analysen der 
intrazellulären Metabolit-Konzentrationen (3.3.2.2) zeigte sich bei Ser4aecD ein 
deutlicher Peak von L-Cystathionin, während beim Stamm Ser4 L-Cystathionin nicht 
nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). L-Cystathionin entsteht bei der durch die 
Cystathionin -Synthase MetB vermittelten Reaktion von O-Acetyl-L-Homoserin und L-
Cystein (Hwang et al., 1999) und kann durch die Deletion von aecD vermutlich nicht weiter 
verstoffwechselt werden.  
3.2.5 Deletion von metX 
Um den beobachteten Anstau von L-Cystathionin in Ser4aecD zu umgehen, sollte 
zunächst metB deletiert werden. Damit wäre der Weg der Transsulfurierung komplett 
unterbunden, jedoch die Bereitstellung von L-Homocystein für die L-Methionin-Synthese 
durch die direkte Sulfhydrylierung weiterhin gegeben. Die Deletion von metB in Ser4aecD 
war erfolgreich, allerdings zeigte der Stamm schlechtes Wachstum und bildete kein L-
Cystein und nur sehr geringe Mengen an L-Serin (Daten nicht gezeigt). Da der L-Serin-
Produzent Ser4 und seine Derivate unter Folsäure-Mangel kultiviert werden und dadurch 
die Bereitstellung von C1-Körpern, die auch für die L-Methionin-Synthese benötigt 
werden, stark eingeschränkt ist, wird vermutet, dass diese Stämme bereits unter einer L-
Methionin-Limitation leiden, sodass es möglicherweise mehr Sinn macht, die komplette L-
Methionin-Synthese auszuschalten und die Stämme mit L-Methionin zu supplementieren. 
Da bereits bekannt ist, dass die Deletion des Gens metX, welches für die Homoserin-
Acetyltransferase kodiert, zur L-Methionin-Auxotrophie führt (Rückert et al., 2003), sollte 
dieses Gen in Ser4 und Ser4aecD deletiert werden. Die Deletion wurde mithilfe des 
Plasmids pK19mobsacBmetX erfolgreich eingeführt und resultierte in den Stämmen 
Ser4metX und Ser4aecDmetX. Die Deletionsmutanten waren nicht in der Lage, auf 
CGXII-Minimalmedium zu wachsen, die Supplementation mit 2 mM L-Methionin konnte 





Abb. 3.7: Wachstum von C. glutamicum Ser4, Ser4'metX, Ser4'aecD und Ser4'aecD'metX auf CgXII-
Minimalmedium-Platten ohne Supplementation und mit 2 mM L-Methionin.  
 
Um den Einfluss der metX-Deletion auf die L-Cystein- und L-Serin-Bildung zu untersuchen, 
wurden die Stämme Ser4'metX und Ser4'aecD'metX mit dem Expressionsplasmid 
pcysKE transformiert sowie zur Kontrolle mit dem Leervektor pEKEx2. Die Kultivierung 
wurde wie in Abschnitt 3.1.1. beschrieben durchgeführt, wobei das Minimalmedium CGXII 
mit 2 mM L-Methionin supplementiert wurde. Das Wachstum wurde über die Zeit verfolgt 
und die Produktbildung mittels HPLC-MS untersucht. Der Versuch wurde dreimal 
durchgeführt. Abb. 3.8 zeigt Mittelwerte und Standardabweichung der Versuche. 
 
Abb.3.8: Bildung von L-Cystein und L-Serin mit C. glutamicum Ser4'metX pcysKE (A-C) und 
Ser4'aecD'metX pcysKE (D-F). Dargestellt ist das Wachstum in CGXII und die Konzentration 
an L-Cystein und L-Serin über die Zeit. A, D: Wachstum, B, E: L-Cystein-Bildung, C, F: L-Serin-
Bildung. : Stämme mit pEKEx2, : Stämme mit pcysKE. 
 
Die Deletion von metX zeigte keinen negativen Einfluss auf das Wachstum. Im Gegenzug 




erkennen. Während der Stamm Ser4'metX pEKEx2 mit 1,5 ± 0,5 mM L-Cystein eine leicht 
erhöhte Produktbildung zeigte, konnte bei Expression von cysK und cysE nur eine 
moderate Steigerung der L-Cystein-Konzentration auf 3,7 ± 0,4 mM im Überstand 
beobachtet werden. Gleichzeitig zeigte sich eine dramatische Reduktion der L-Serin-
Bildung von 29,1 ± 2,5 mM auf 8,2 ± 2,4 mM. In Kombination mit 'metX wirkte sich die 
aecD-Deletion negativ aus. Dabei reichte die Menge von gebildetem L-Cystein weder in 
Ser4'aecD'metX pEKEx2 noch in Ser4'aecD'metX pEKEx2 mit 0,95 ± 0,32 bzw. 
1,49 ± 0,42 mM an die Werte aus dem vorhergehenden Experiment mit Ser4'aecD heran. 
Auch hier konnte der stark negative Effekt auf die L-Serin-Bildung beobachtet werden. Da 
das Wachstum der Stämme unbeeinflusst ist, ist auf einen regulatorischen Effekt zu 
schließen.  
3.2.6 Schwefel-Verfügbarkeit 
Zur Verbesserung der Schwefel-Versorgung in den Zellen war es das Ziel, den gesamten 
Gencluster fpr2-cysIXHDNYZ, der 8,5 kb umfasst und für acht Gene zur Aufnahme und 
Reduktion von Sulfat kodiert (Rückert et al., 2005), unter den nativen Promotoren zu 
exprimieren. Hierfür wurde der Vektor pBHC18 ausgewählt, der sowohl wegen seiner 
geringen Größe (3,2 kb) als auch wegen seiner geringen Kopienzahl von weniger als zehn 
Kopien pro Zelle geeignet schien (Kirchner & Tauch, 2003). Die Stämme Ser4 und 
Ser4'aecD wurden mit dem resultierenden Plasmid pRedOp transformiert und 
anschließend kultiviert. Die Kultivierung wurde wie in Abschnitt 3.1.1. beschrieben 
durchgeführt und das Wachstum sowie die Produktion von L-Serin und L-Cystein mittels 
HPLC-MS bestimmt. Der Versuch wurde dreimal durchgeführt. Abb. 3.9 zeigt Mittelwerte 
und Standardabweichungen der Versuche. 
 
Abb. 3.9: Bildung von L-Cystein und L-Serin mit C. glutamicum Ser4pRedOp und Ser4'aecD pRedOp 
Dargestellt ist das Wachstum in CGXII und die Konzentration an L-Cystein und L-Serin über 
die Zeit. A: Wachstum, B: L-Cystein-Bildung, C: L-Serin-Bildung. : C. glutamicum 
Ser4pBHC18, : C. glutamicum Ser4pRedOp, : C. glutamicum Ser4'aecD pBHC18, : 
C. glutamicum Ser4'aecD pRedOp. 
 
Die Expression des Reduktionsoperons führte sowohl in Ser4 als auch in Ser4'aecD zu 
einer Verminderung des Wachstums, wobei Ser4'aecD stärker beeinflusst war. In beiden 
Expressionsstämmen war die L-Serin-Bildung im Vergleich zur Konstrolle stark vermindert. 
Ser4 pRedOp und Ser4'aecD pRedOp akkumulierten 8,3 ± 6,6 mM bzw. 21,2 ± 5,1 mM L-
Serin, wohingegen die Kontrollen mit Leerplasmid 39,8 ±7,2 mM bzw. 60,5 ± 5,3 mM L-
Serin bildeten. Die L-Cystein-Bildung war mit 1,65 ± 0,52 mM in Ser4'aecD pRedOp und 
44 Ergebnisse 
 
0,35 ± 0,25 mM in Ser4 pRedOp im Vergleich zu den Kontrollen mit 2,9 ± 0,4 mM 
(Ser4aecD pBHC18) und 1,4 ± 0,3 mM (Ser4 pBHC18) reduziert. Zusätzlich zeigten die 
Kulturen mit pRedOp am Ende der Kultivierung eine rötliche Färbung. Es wurde vermutet, 
dass die Färbung der Kulturen auf eine vermehrte Bildung von Sirohäm zurückzuführen ist, 
welches der Kofaktor der Sulfit-Reduktase CysI ist. Sequenzvergleiche zeigen außerdem, 
dass es sich bei CysY vermutlich um eine Sirohydrochlorin-Ferrochelatase handelt (Rückert 
et al., 2005). Die Gene cysI und cysY sind Bestandteile des acht Gene umfassenden 
Operons in pRedOp und die Bildung von Sirohäm kann als Indiz für die Funktionalität der 
Enzyme der assimilatorischen Sulfat-Reduktion angesehen werden. Analysen der Kulturen 
mittels Differenzspektroskopie konnten diese Vermutung jedoch nicht bestätigen, was 
aber wahrscheinlich daran lag, dass das Sirohäm-Signal von den Hämen der Cytochrome 
aus der Atmungskette überlagert wird.  
3.3 Entwicklung eines Biosensors zur intrazellulären Detektion der 
Metabolite O-Acetyl-L-Serin und O-Acetyl-L-Homoserin in C. glutamicum 
Die Bedeutung von O-Acetyl-L-Serin (OAS) und O-Acetyl-L-Homoserin (OAH) als 
Schlüsselmetabolite im Schwefel-Stoffwechsel wird dadurch widergespiegelt, dass 
Bakterien die Konzentration dieser Intermediate mithilfe von Proteinen wahrnehmen 
können. In E. coli und S. typhimurium übernimmt der Transkriptionsfaktor CysB diese 
Aufgabe und aktiviert in Anwesenheit von OAS bzw. von seinem Derivat N-Acetyl-L-Serin 
(NAS) die Transkription von Zielgenen des Cystein-Regulons (Colyer & Kredich, 1996). Der 
CysB entsprechende Transkriptionsfaktor in C. glutamicum ist CysR. Dieser Regulator 
benötigt OAS bzw. OAH als Effektor, um die Transkription der Gene für die assimilatorische 
Aufnahme und Reduktion von Sulfat zu aktivieren (Rückert et al., 2008). 
3.3.1 Konstruktion der Biosensor-Varianten 
Es wurde erwartet, dass die Fusion einer CysR-Bindestelle mit eyfp zu erhöhter Fluoreszenz 
in Zellen mit erhöhter OAS- bzw. OAH-Konzentration führen würde. Die CysR-Bindestelle 
vor cysI wurde anhand von in vitro-Experimenten ausgewählt, in denen bereits gezeigt 
worden war, das CysR in Anwesenheit von OAS bzw. OAH bindet (Rückert et al., 2008). 
Zusätzlich wurde die Bindestelle vor NCgl1289 ausgesucht, da dieses eins der wenigen 
Gene ist, welches ausschließlich von CysR und nicht zusätzlich noch von McbR, einem 
anderen wichtigen Regulator des Schwefel-Metabolismus, kontrolliert wird. Die CysR-
Bindestelle vor NCgl1289 ist aufgrund von in silico-Analysen vorhergesagt, wurde aber 
noch nicht experimentell bestätigt (Rückert et al., 2008).  
Für die Konstruktion von pSenOAS1 wurde ein 1359 bp großes Fragment amplifiziert, 
welches cysR mitsamt seinem Promotor enthielt. Gleichzeitig wurde ein 302 bp großes 
Fragment amplifiziert, welches die CysR-Bindestelle vor NCgl1289 enthielt, den Promotor 
von NCgl1289 sowie die ersten 96 bp des open reading frames von NCgl1289. Mittels 
overlap extension PCR wurden die beiden Fragmente fusioniert und die resultierende 
Kassette mithilfe der Schnittstellen NdeI und SalI in das Rückgrat von pSenLys eingefügt 
(Binder et al., 2012), aus welchem vorher die L-Lysin-Sensorkassette ausgeschnitten 
worden war. Der Sensor pSenOAS3 wurde auf die gleiche Weise konstruiert. Hierfür wurde 




enthielt, den Promotor von cysI sowie die ersten 126 bp des open reading frames von cysI. 
Eine schematische Darstellung der Sensorkassetten ist in Abb. 3.10 gezeigt. 
 
Abb. 3.10: Schematische Darstellung der Sensorkassetten in pSenOAS. Die Sensorkassette besteht aus 
dem Gen für den Regulator CysR, welches invers zu den jeweiligen Promotorbereichen vor 
NCgl1289 und cysI angeordnet ist. Die Promotorbereiche schließen die ersten 96 bp bzw. 126 
bp des open reading frames der jeweiligen Gene ein (graue Box) und sind mit einer 
Ribosomenbindestelle fusioniert (Martin et al. (2003), schwarze Box), die stromaufwärts von 
eyfp liegt, welches bereits auf pSenLys vorlag. Die CysR-Bindestellen sind in grün sowie die 
McbR-Bindestellen in orange dargestellt. Die -10- sowie die -35-Region sind unterstrichen. 
 
3.3.2 Untersuchungen zur OAS-abhängigen Fluoreszenz 
Da L-Cystein über OAS von L-Serin aus gebildet wird, eignen sich die Stämme Ser4 und 
Ser4'aecD, die bereits ungefähr 1 mM bzw. 3,5 mM L-Cystein bilden, für die 
Charakterisierung der Sensoren. 
3.3.2.1 Untersuchung der Biosensoren in Stämmen mit unterschiedlicher L-Cystein-
Bildung 
Die beiden Stämme Ser4 und Ser4'aecD sowie der Wildtyp wurden mit pSenOAS1, 
pSenOAS3 sowie dem Leerplasmid pJC1 transformiert und anschließend kultiviert. Die 
Kultivierung wurde wie in Abschnitt 3.1.1. beschrieben durchgeführt und das Wachstum 
sowie die Fluoreszenz der Hauptkulturen im BioLector verfolgt. Die Kultivierung wurde 




Abb. 3.11: Wachstum und Fluoreszenzentwicklung mit C. glutamicum ATCC13032 (WT), C. glutamicum 
Ser4und C. glutamicum Ser4'aecD. Dargestellt ist das Wachstum in CGXII und die 
Entwicklung der spezifischen Fluoreszenz. A: Wachstum der Stämme mit Leerplasmid pJC1, B: 
Wachstum der Stämme mit pSenOAS1, C: Wachstum der Stämme mit pSenOAS3, D: 
spezifische Fluoreszenz der Stämme mit Leerplasmid pJC1, E: spezifische Fluoreszenz der 
Stämme mit pSenOAS1, F: spezifische Fluoreszenz der Stämme mit pSenOAS3. : C. 
glutamicum ATCC13032 (WT), : C. glutamicum Ser4, : C. glutamicum Ser4'aecD. 
 
Das Wachstum von Ser4 und Ser4'aecD mit den verschiedenen Plasmiden war im 
Vergleich zum Wildtyp stark reduziert, was daran liegt, dass diese unter Folsäure-Mangel 
kultiviert werden müssen, um L-Serin-Bildung zu erreichen. Zudem ließ sich erkennen, dass 
das Wachstum der Ser4'aecD-Derivate im Vergleich zu Ser4 stärker reduziert war, als das 
bei Kultivierungen in Schüttelkolben der Fall ist. Die spezifische Fluoreszenz der Stämme 
Ser4 und Ser4'aecD mit den Plasmiden pSenOAS1 und pSenOAS3 war im Vergleich zum 
Wildtyp stark erhöht und es war erkennbar, dass Ser4'aecD eine höhere spezifische 
Fluoreszenz als Ser4 aufwies. Die in vitro generierten Daten über die Interaktion von CysR 
mit OAS können für den Promotor von cysI also in vivo bestätigt werden. Zusätzlich konnte 
gezeigt werden, dass auch vor NCgl1289 eine funktionale CysR-Bindestelle vorliegt. Beide 
Sensoren zeigten allerdings hinsichtlich ihrer Fluoreszenzintensität erhebliche 
Unterschiede, wobei für pSenOAS1 eine deutlich erhöhte Grundfluoreszenz im Vergleich 
zu pSenOAS3 zu erkennen war. Das kann zum einen durch eine unterschiedliche 
Promotorstärke bedingt sein, zum anderen aber auch durch die Anwesenheit einer McbR-
Bindestelle im Promotor von cysI. Dadurch kommt es möglicherweise zur Repression der 
eyfp-Expression durch McbR. 
Da mittels BioLector-Kultivierung nur die Fluoreszenz der gesamten Kultur aufgenommen 
werden kann, sollte die Fluoreszenz zusätzlich auf Einzelzell-Ebene analysiert werden. 
Dafür wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.1.1. kultiviert, die Hauptkultur im BioLector-
weiter kultiviert und 40 h nach Inokulierung der Hauptkultur mittels Epifluoreszenz-




Plasmiden kaum Fluoreszenz, wohingegen Ser4'aecD starke Fluoreszenz mit beiden 
Plasmiden aufwies. Die Fluoreszenz von Ser4 pSenOAS3 lag zwischen der von WT und 
Ser4'aecD, was für pSenOAS1 jedoch nicht aus der Abbildung ersichtlich wird. Das kann 
damit erklärt werden, dass für die Stämme mit pSenOAS1 eine eher kurze Expositionszeit 
von 10 ms gewählt wurde, wohingegen für die Stämme mit pSenOAS3 eine Expositionszeit 
von 200 ms verwendet wurde. Bei längeren Expositionszeiten für die Stämme mit 
pSenOAS1 konnte der Unterschied zwischen WT und Ser4 deutlich beobachtet werden, 
jedoch waren die Bilder für Ser4'aecD unter diesen Bedingungen überbelichtet. Zusätzlich 
zeigte sich für die Stämme mit pSenOAS3 eine Heterogenität in der Kultur, da nicht alle 
Zellen gleich stark fluoreszierten. Diese Heterogenität ist möglicherweise durch eine 
Repression der eyfp-Expression durch McbR bedingt. 
 
Abb. 3.12: Fluoreszenz der Stämme C. glutamicum ATCC13032 (WT), C. glutamicum Ser4und 
C. glutamicum Ser4'aecD auf Einzelzell-Ebene mit den Plasmiden pSenOAS1 und 
pSenOAS3. Die Expositionszeit für die pSenOAS1-tragenden Stämme war 10 ms, wohingegen 
für pSenOAS3 200 ms verwendet wurde. Die Epifluoreszenz-Analysen wurden bei folgenden 
Wellenlängen durchgeführt: λex = 490 bis 510 nm und λem = 520 bis 550 nm. 
 
Für den Regulator der assimilatorischen Sulfat-Reduktion CysB aus E. coli konnte bei 
erhöhter Expression ein positiver Effekt auf die L-Cystein-Bildung untersucht werden 
(Maier & Winterhalter, 2001). Aus diesem Grund wurde die Auswirkung der cysR-
Expression als Teil der Sensoren pSenOAS1 und pSenOAS3 auch auf Produktebene 
untersucht. Dafür wurden die Überstände der in Abb. 3.11 gezeigten Kultivierung nach 





Abb. 3.13: Bildung von L-Cystein und L-Serin mit C. glutamicum ATCC13032 (WT), C. glutamicum 
Ser4und C. glutamicum Ser4'aecD. Dargestellt sind die über HPLC-MS ermittelten 
Konzentrationen an L-Cystein und L-Serin im Überstand der Kulturen nach 64 h Kultivierung 
in CGXII-Medium. Es wurden jeweils drei biologische Replikate angefertigt. Dargestellt sind 
Mittelwerte und Standardabweichung. 
 
Der Wildtyp akkumulierte erwartungsgemäß weder L-Cystein noch L-Serin im Überstand. 
Die beiden Stämme Ser4 pJC1 und Ser4'aecD pJC1 zeigten mit 0,95 ± 0,2 mM und 
2,6 ± 0,2 mM einen graduellen Anstieg in der L-Cystein-Bildung. Die L-Serin-Bildung war 
mit 62,48 ± 7,17 mM und 65,28 ± 3,61 mM vergleichbar. In Anwesenheit von pSenOAS1 
ergab sich im Vergleich zur Kontrolle mit 1,5 ± 0,15 mM L-Cystein für Ser4 und 
4,38 ± 0,48 mM L-Cystein für Ser4'aecD erhöhte Produktbildung. Die L-Serin-Bildung war 
mit 30,66 ± 7,01 mM für Ser4 und 23,78 ± 1,13 mM für Ser4'aecD stark reduziert. In 
Anwesenheit von pSenOAS3 kam es zu sehr unterschiedlichen Auswirkungen auf die 
Produktbildung. So war für Ser4 pSenOAS3 die L-Cystein- und L-Serin-Bildung im Vergleich 
zur Kontrolle auf 0,43 ± 0,16 mM und 16,74 ± 3,23 mM stark reduziert, wohingegen 
Ser4'aecD pSenOAS3 eine Zunahme der L-Cystein-Bildung auf 6,0 ± 0,87 mM aufwies. Die 
L-Serin-Konzentration in diesem Stamm war mit 28,81 ± 7,24 mM vergleichbar zu 
Ser4'aecD pSenOAS1 mit 23,78 ± 1,13 mM. Diese Ergebnisse waren unerwartet. Da sich 
die beiden Sensorkonstrukte nur in ihrer CysR-Binderegion vor eyfp unterscheiden, sind 
die Gründe für die unterschiedlichen Effekte hier zu suchen. Durch die zusätzliche McbR-
Bindestelle vor cysI auf pSenOAS3 könnte es zur Austitrierung von McbR durch die 
Plasmidkopien in den Zellen kommen, was gleichzeitig zu einer erhöhten Verfügbarkeit an 
freiem CysR-Regulator führt, der mit der chromosomalen DNA interagieren kann. Um 
diesen Effekt abschließend erklären zu können, müssten weitere Experimente 
durchgeführt werden. 
3.3.2.2 Intrazelluläre OAS-Konzentrationsbestimmung mittels Silikonölzentrifugation 
In den beiden Stämmen mit erhöhter L-Cystein-Bildung, Ser4 und Ser4'aecD, konnte eine 
erhöhte Fluoreszenz mittels der Biosensoren detektiert werden. Dem liegt vermutlich eine 
erhöhte intrazelluläre Konzentration des Schwefel-Akzeptor-Moleküls OAS zugrunde. Die 
Umwandlung von L-Serin zu L-Cystein erfolgt in zwei Schritten und der Einbau von Sulfid in 
OAS wird durch die O-Acetylserin-Sulfhydrylase (OASS) vermittelt. Aufgrund der hohen 




Cystein limitierend sein (Kredich, 1996). Demnach ist eine erhöhte OAS-Konzentration ein 
Signal für mangelnde Verfügbarkeit von Sulfid und die Expression der von CysR regulierten 
Gene eine logische Konsequenz der Interaktion. Zur Bestimmung der intrazellulären OAS-
Konzentration wurde der Wildtyp sowie die Stämme Ser4 und Ser4'aecD mit pSenOAS1 in 
Schüttelkolben kultiviert und in der exponentiellen Phase der Hauptkultur Zellen der 
Silikonölzentrifugation zugeführt. Nach Aufarbeitung wurden die intrazellulären 
Konzentrationen von OAS mittels HPLC-MS bestimmt. Sie sind in Abb. 3.14 dargestellt. 
 
Abb. 3.14: Intrazelluläre O-Acetyl-L-Serin-Konzentrationen von C. glutamicum ATCC13032 (WT), 
C. glutamicum Ser4und C. glutamicum Ser4'aecD. Dargestellt sind die mittels 
Silikonölzentrifugation und HPLC-MS ermittelten Konzentrationen an O-Acetyl-L-Serin in der 
exponentiellen Wachstumsphase in CGXII-Medium. Es ist der Mittelwert und die 
Standardabweichung aus drei biologischen Replikate angegeben.  
 
Während die OAS-Konzentration im Wildtyp unter dem Detektionslimit von 0,02 mM lag, 
konnte für Ser4 pSenOAS1 eine Konzentration von 0,09 ± 0,02 mM und für Ser4'aecD 
pSenOAS1 eine OAS-Konzentration von 0,13 ± 0,02 mM bestimmt werden. OAH wurde in 
keinem der drei Stämme detektiert. Somit konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte 
Fluoreszenz der Sensoren mit einer erhöhten intrazellulären Konzentration von OAS 
einhergeht. 
3.3.3 Untersuchungen zur OAH-abhängigen Fluoreszenz 
Anhand von in vitro-Daten wurde gezeigt, dass CysR neben OAS auch mit O-Acetyl-L-
Homoserin (OAH) interagiert (Rückert et al., 2008). Um auch OAH-spezifische Fluoreszenz 
in vivo nachweisen zu können, wurde ein entsprechendes Testsystem entwickelt. OAH ist 
der Schwefel-Akzeptor der L-Methionin-Synthese und wird wie L-Threonin von L-
Homoserin aus gebildet. In einer früheren Arbeit wurde der L-Threonin-Produzent 
C. glutamicum KK42 entwickelt (Morbach et al., 1996), welcher als Ausgangsstamm für die 
Entwicklung des Testsystems dienen sollte. 
3.3.3.1 Expression von metX im L-Threonin-Produzenten KK42 
Um eine erhöhte intrazelluläre Konzentrationen von OAH in C. glutamicum KK42 zu 
generieren, sollte das Gen metX, welches für die Homoserin-Acetyltransferase kodiert, 
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exprimiert werden. Die Homoserin-Acetyltransferase acetyliert L-Homoserin zu OAH. Das 
Gen wurde mittels PCR und chromosomaler DNA des Wildtyps amplifiziert und in den 
Vektor pCLTON2 eingebracht. Dieses Plasmid ermöglicht eine kontrollierte Expression 
durch die Induktion mit Anhydrotetrazyklin (ATC) (Lausberg et al., 2012). Die Stämme KK42 
pSenOAS1 und KK42 pSenOAS3 wurden mit dem Vektor pCLTON2metX sowie zur Kontrolle 
mit dem Leerplasmid pCLTON2 transformiert. Die Kultivierung wurde wie in Abschnitt 
3.1.1 beschrieben durchgeführt und das Wachstum der Hauptkulturen im BioLector 
verfolgt. Das CGXII-Medium wurde mit 2 mM L-Leucin supplementiert, da der Stamm KK42 
für diese Aminosäure eine Auxotrophie aufweist. Die Hauptkulturen wurden mit 0-
150 ng/ml ATC induziert. Die Kultivierung wurde dreimal durchgeführt und die Mittelwerte 
sowie die Standardabweichung in Abb. 3.15 und Abb. 3.16 dargestellt. 
 
 
Abb. 3.15: Wachstum und Fluoreszenzentwicklung mit C. glutamicum KK42 pSenOAS1 pCLTon2metX. 
Dargestellt ist das Wachstum in CGXII mit verschiedenen Konzentrationen an 
Anhydrotetrazyklin (ATC) und die Entwicklung der spezifischen Fluoreszenz über die Zeit. A: 
Wachstum mit C. glutamicum KK42 pSenOAS1 pCLTON2, B: Wachstum mit C. glutamicum 
KK42 pSenOAS1 pCLTON2metX, C: spezifische Fluoreszenz mit C. glutamicum KK42 pSenOAS1 
pCLTON2, D: spezifische Fluoreszenz mit C. glutamicum KK42 pSenOAS1 pCLTon2metX.      
: 0 ng/ml, : 10 ng/ml, : 25 ng/ml, : 50 ng/ml, : 100 ng/ml, : 150 ng/ml. 
 
Die Stämme KK42 pSenOAS1 pCLTON2metX und KK42 pSenOAS3 pCLTON2metX zeigten 
bei gradueller Expression von metX eine graduelle Abnahme des Wachstums. Da die 
Kontrollen mit Leervektor bei Induktion mit 150 ng/ml ATC keine Veränderung des 
Wachstums aufwiesen, ist dies auf die Expression oder Aktivität der Homoserin-




metX auch die erwartete Zunahme der spezifischen Fluoreszenz beobachtet werden. 
Dieser Effekt war für die Stämme mit pSenOAS3 stärker als mit pSenOAS1. Zusätzlich war, 
wie bereits für die OAS-abhängige Fluoreszenz gezeigt wurde, die Grundfluoreszenz für 
pSenOAS1 deutlich höher im Vergleich zu pSenOAS3. 
 
Abb. 3.16: Wachstum und Fluoreszenzentwicklung mit C. glutamicum KK42 pSenOAS3 pCLTon2metX. 
Dargestellt ist das Wachstum in CGXII mit verschiedenen Konzentrationen an 
Anhydrotetrazyklin (ATC) und die Entwicklung der spezifischen Fluoreszenz über die Zeit. A: 
Wachstum mit C. glutamicum KK42 pSenOAS3 pCLTon2, B: Wachstum mit C. glutamicum 
KK42 pSenOAS3 pCLTon2metX, C: spezifische Fluoreszenz mit C. glutamicum KK42 pSenOAS3 
pCLTon2, D: spezifische Fluoreszenz mit C. glutamicum KK42 pSenOAS3 pCLTon2metX.      
: 0 ng/ml, : 10 ng/ml, : 25 ng/ml, : 50 ng/ml, : 100 ng/ml, : 150 ng/ml. 
 
3.3.3.2 Intrazelluläre OAH-Konzentrationsbestimmung mittels Silikonölzentrifugation 
Da bereits für OAS eine Korrelation zwischen intrazellulärer Konzentration und Fluoreszenz 
gezeigt werden konnte, sollte dies auch für OAH durchgeführt werden. Für die 
Bestimmung der intrazellulären OAH-Konzentration wurde der Stamm C. glutamicum KK42 
pSenOAS1 pCLTON2metX ohne und mit Zugabe von 150 ng/ml ATC in Schüttelkolben 
kultiviert und in der exponentiellen Wachstumsphase Silikonölzentrifugation durchgeführt. 
Die intrazellulären Konzentrationen von OAH wurden mittels HPLC-MS bestimmt und die 





Abb. 3.17: Intrazelluläre O-Acetyl-L-Homoserin-Konzentrationen von C. glutamicum KK42 pSenOAS1 
pCLTon2metX. Dargestellt sind die mittels Silikonölzentrifugation und HPLC-MS ermittelten 
Konzentrationen an O-Acetyl-L-Homoserin nach Wachstum in CGXII-Medium mit und ohne 
Zugabe von Anhydrotetrazyklin (ATC). Es ist der Mittelwert und die Standardabweichung aus 
drei biologischen Replikate angegeben. 
 
Die nicht-induzierte Kultur wies eine OAH-Konzentration von 0,11 ± 0,03 mM auf und die 
induzierte Kultur 0,76 ± 0,12 mM. Diese Konzentrationen sind im Vergleich zu Messungen, 
die mit C. glutamicum Wildtyp durchgeführt wurden, um den Faktor 10 erhöht (Bolten et 
al., 2010). OAS konnte nicht nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass es mit 
zunehmender Expression von metX zu einem intrazellulären Anstau von OAH kommt, 
weist darauf hin, dass die nachfolgenden Schritte der L-Methionin-Synthese, wie der 
Einbau von Schwefel sowie die Übertragung der Methylgruppe, limitierend sind. 
3.3.4 Fluoreszenz der Biosensoren unter Schwefel-Mangel 
Da erfolgreich gezeigt wurde, dass die Sensoren pSenOAS1 und pSenOAS3 die Metabolite 
OAS und OAH detektieren können, sollten diese für die in vivo-Visualisierung der 
Konsequenzen von Schwefel-Mangel auf Metaboliten-Ebene eingesetzt werden. Hierfür 
wurde der C. glutamicum Wildtyp mit den Plasmiden pSenOAS1 und pSenOAS3 mit 
verschiedenen Konzentrationen an Ammoniumsulfat kultiviert. Für die Kultivierung 
wurden die Stämme über Nacht in CGIII-Medium kultiviert und nach 16 h in das 
schwefelfreie Medium MMES inokuliert. Nach Kultivierung unter schwefellimitierenden 
Konditionen über 24 h wurden die Zellen in MMES mit verschiedenen Ammoniumsulfat-
Konzentrationen kultiviert und das Wachstum sowie die Fluoreszenz mithilfe des 
BioLectors über einen Zeitraum von 64 h aufgenommen. Die Kultivierung wurde dreimal 





Abb. 3.18: Wachstum und Fluoreszenzentwicklung mit C. glutamicum ATCC13032 unter Schwefel-
Mangel. Dargestellt ist das Wachstum in CGXII mit verschiedenen Konzentrationen an 
Ammoniumsulfat und die Entwicklung der spezifischen Fluoreszenz über die Zeit. A: 
Wachstum mit C. glutamicum ATCC13032 pSenOAS1, B: Wachstum mit C. glutamicum 
ATCC13032 pSenOAS3, C: spezifische Fluoreszenz mit C. glutamicum ATCC13032 pSenOAS1, 
D: spezifische Fluoreszenz mit C. glutamicum ATCC13032 pSenOAS3. : 20 μM, : 40 μM, 
: 80 μM, : 100 μM, : 200 μM, : 400 μM, : 1 mM, : 2 mM. 
 
Ab einer Konzentration von 1 mM Ammoniumsulfat waren die Stämme nicht mehr im 
Wachstum limitiert und das Wachstum zeigte keinen Unterschied im Vergleich zu 2 mM 
Ammoniumsulfat im Medium. Die Limitierung des Wachstums zeigte sich in diesem 
Experiment erstmals bei einer Konzentration von 400 μM Ammoniumsulfat und mit 
abnehmender Konzentration von Ammoniumsulfat verringerte sich auch das Wachstum. 
Gleichzeitig war mit beiden Sensoren eine graduelle Steigerung der spezifischen 
Fluoreszenz bei abnehmender Schwefel-Verfügbarkeit erkennbar. Auch in diesem 
Experiment zeigte sich wiederum der Unterschied in der Grundfluoreszenz der beiden 
Sensoren. Die signifikante Antwort der Fluoreszenz weist auf einen Anstau der 
Intermediate OAS und OAH hin, wenn Schwefel limitierend wird. Da in diesem Experiment 
nicht zwischen OAS und OAH unterschieden werden kann, kann keine Aussage darüber 
getroffen werden, ob die Metaboliten gleichermaßen akkumulieren. 
3.4 Untersuchungen zum Einfluss des Regulators CysR auf die L-Cystein-
Bildung 
Aus den vorhergehenden Experimenten mit dem OAS-Biosensor war zu schließen, dass die 
Expression des Regulators CysR einen positiven Effekt auf die L-Cystein-Bildung hat. Für 
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den Stamm Ser4'aecD konnte das mit beiden Sensorkonstrukten gezeigt werden, 
wohingegen für Ser4 nur mit pSenOAS1 ein positiver Effekt auf die L-Cystein-Bildung zu 
erkennen war. pSenOAS3 wirkte sich in diesem Stammhintergrund negativ auf die 
Produktbildung aus. Um den unterschiedlichen Einfluss von CysR als Bestandteil der 
beiden Sensorplasmide zu verstehen, sollten neue Plasmidkonstrukte hergestellt werden, 
in denen cysR losgelöst von der Sensorkassette exprimiert werden sollte. 
3.4.1 Expression von cysR unter Kontrolle von Ptac 
Zunächst sollte cysR unter Kontrolle des Promotors Ptac gestellt werden. Hierfür wurde das 
Gen cysR amplifiziert und in den Expressionsvektor pEKEx2 eingebracht. Die Stämme Ser4 
und Ser4'aecD wurden mit dem resultierenden Plasmid pcysR transformiert. Zur Kontrolle 
wurde der Leervektor pEKEx2 mittransformiert. Die Kultivierung wurde wie in Abschnitt 
3.1.1. beschrieben durchgeführt und das Wachstum sowie die Produktion von L-Serin und 
L-Cystein mittels HPLC-MS bestimmt. Der Versuch wurde dreimal durchgeführt. Abb. 3.19 
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichung. 
 
Abb. 3.19: Bildung von L-Cystein und L-Serin von C. glutamicum Stämmen mit Expression des 
Regulators CysR unter Kontrolle von Ptac. Dargestellt ist das Wachstum in CGXII und die 
Konzentration an L-Cystein und L-Serin über die Zeit. A: Wachstum, B: L-Cystein-Bildung, C: L-
Serin-Bildung. : Ser4 pEKEx2, : Ser4 pcysR, : Ser4'aecD pEKEx2, : Ser4'aecD pcysR. 
 
Das Wachstum der Stämme war vergleichbar, einzig Ser4'aecD pcysR zeigte ein leicht 
vermindertes Wachstum. Bei der Produktbildung zeigte sich für Ser4 pcysR im Vergleich 
zur Kontrolle mit 0,75 ± 0,32 mM eine leicht geringere L-Cystein-Bildung. Ser4 mit 
Leerplasmid wies 1,21 ± 0,37 mM L-Cystein im Überstand auf. Die L-Serin-Bildung war 
dahingegen mit 20,2 ± 5,1 mM im Vergleich zur Kontrolle mit 36,7 ± 5,3 mM stärker 
reduziert. Im Gegensatz dazu bildete Ser4'aecD pEKEx2 1,98 ± 0,51 mM L-Cystein und 
64,8 ± 4,9 mM L-Serin sowie Ser4'aecD pcysR 3,38 ± 0,46 mM L-Cystein und 
54,2 ± 5,1 mM L-Serin. Damit war in diesem Stammhintergrund die L-Cystein-Bildung leicht 
erhöht. Die Expression von cysR unter Kontrolle von Ptac verhält sich von der Tendenz her 
wie die mit pSenOAS3, jedoch sind konkrete Aussagen schwer zu treffen. Es macht 
wahrscheinlich mehr Sinn, cysR mit seinem nativen Promotor zu exprimieren, damit die 
Experimente vergleichbarer sind. 
3.4.2 Expression von cysR unter Kontrolle des nativen Promotors 
Die Versuche den Regulator getrennt von der Sensorkassette und unter Kontrolle von Ptac 




Gen von cysR zum einen mit seinem nativen Promotor vor, zum anderen wird gleichzeitig 
noch eine zusätzliche Bindestelle angeboten. Um zu überprüfen, ob der Aufbau der 
Sensorkassette einen Einfluss auf die beobachteten Effekte hat, wurden neue Plasmide 
konstruiert. Dabei wurde zum einen eyfp aus der Sensorkassette entfernt, sodass cysR mit 
nativem Promotor sowie der Bindestelle von NCgl1289 vorliegt (pPcysRcysR+PNCgl1289). Zum 
anderen wurde eyfp und die Bindestelle entfernt, sodass nur cysR mit nativem Promotor 
vorliegt (pPcysRcysR). Zur Konstruktion der Plasmide wurden zunächst die entsprechenden 
Sequenzen amplifiziert und in den Vektor pJC1 eingebracht. Die Stämme Ser4 und 
Ser4'aecD wurden mit den entsprechenden Plasmiden pPcysRcysR+PNCgl1289 sowie 
pPcysRcysR transformiert und in einer Kultivierung eingesetzt. Die Kultivierung wurde wie in 
Abschnitt 3.1.1. beschrieben durchgeführt und das Wachstum sowie die Produktion von L-
Serin und L-Cystein mittels HPLC-MS bestimmt. Der Versuch wurde dreimal durchgeführt. 
Abb. 3.20 zeigt Mittelwerte und Standardabweichung. 
 
Abb. 3.20: Bildung von L-Cystein und L-Serin von C. glutamicum Stämmen mit Expression des 
Regulators CysR unter Kontrolle des nativen Promotors. Dargestellt ist das Wachstum in 
CGXII und die Konzentration an L-Cystein und L-Serin über die Zeit. A: Wachstum Ser4, B: L-
Cystein-Bildung Ser4, C: L-Serin-Bildung Ser4, D: Wachstum Ser4'aecD, E: L-Cystein-Bildung 
Ser4'aecD, F: L-Serin Bildung Ser4'aecD. : pJC1, : pPcysRcysR, : pPcysRcysR+PNCgl1289. 
 
Im Ser4-Stamm führte die Expression von cysR alleine im Vergleich zur Kontrolle mit 
Leerplasmid zu einer leichten Reduktion der L-Cystein-Bildung von 1,25 ± 0,43 mM auf 
0,51 ± 0,27 mM sowie zu einer starken Verminderung der L-Serin-Bildung von 
64,3 ± 4,4 mM auf 29,5 ± 4,2 mM. Diese Tendenzen konnten auch für cysR unter Ptac-
Kontrolle sowie für pSenOAS3 beobachtet werden. In Kombination mit der CysR-
Bindestelle auf dem Plasmid wurde der Effekt auf die L-Serin-Bildung abgeschwächt 
(50,5 ± 3,7 mM) und es kam zu einer erhöhten L-Cystein-Bildung (3,15 ± 0,46 mM). Diese 
Ergebnisse passen zu den Daten bezüglich des Plasmids pSenOAS1. Im Stamm Ser4'aecD 
waren die Effekte auf die L-Serin-Bildung vergleichbar zu Ser4. Der Stamm mit Leerplasmid 
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bildete 66,8 ± 5,1 mM, Ser4'aecD pPcysRcysR 34,5 ± 3,1 mM und Ser4'aecD 
pPcysRcysR+PNCgl1289 55,2 ± 3,8 mM L-Serin. In Bezug auf die L-Cystein-Bildung verhielt sich 
Ser4'aecD jedoch anders. So führte die Expression von cysR alleine mit 7,31 ± 0,61 mM zu 
einer stärkeren L-Cystein-Akkumulation im Vergleich zur Kontrolle mit Leerplasmid 
(1,95 ± 0,36 mM) und pPcysRcysR+PNCgl1289 (4,53 ± 0,51 mM). Damit verhielt sich die 
Expression von cysR unter Kontrolle des nativen Promotors in der Tendenz wie cysR unter 
Ptac-Kontrolle und pSenOAS3, wohingegen die Kombination mit der CysR-Bindestelle mit 
den Ergebnissen bezüglich pSenOAS1 vergleichbar war. Die neuen Konstrukte liefern eine 
Erklärung für die Ergebnisse, die mit der Expression von CysR unter Kontrolle des Ptac-
Promotors beobachtet wurden. Weiterhin zeigen diese Ergebnisse, dass eine vermehrte 
Expression des Regulators nicht einfach eine erhöhte L-Cystein-Bildung mit sich bringt, 
sondern eine fein abgestimmte Konzentration des frei verfügbaren Regulators wichtig ist. 
3.5 Sulfid-Sensor E. coli 
In der Arbeit von Chen et al. (2012) wurde ein Sulfid-Sensor konstruiert, welcher auf einer 
zirkulär permutierten GFP-Variante beruht (cpGFP). In dessen Chromophor wird an Stelle 
eines L-Tyrosins die unnatürliche Aminosäure p-Azidophenylalanin (pAzF) eingebaut, 
welche durch Reaktion mit Sulfid reduziert wird und deswegen zu verstärkter Fluoreszenz 
führt (Abb. 3.21). Der Einbau von pAzF wird durch ein plasmidkodiertes, orthogonales 
Aminoacyl-tRNA-Synthetase/tRNA-Paar erreicht sowie einem in der cpGFP-Variante 
entsprechend vorliegendem amber codon TAG (Young et al., 2010). Zur Expression des 
Sulfid-Sensors in E. coli sind somit zwei Plasmide notwendig: Das Plasmid pEvol-pAzF zur 
Expression der p-Azidophenylalanin-tRNA sowie deren Aminoacyl-tRNA-Synthetase und 
das Plasmid pCDF-1b-cpGFP-TAG, das für das entsprechend mutierte Fluoreszenzprotein 
kodiert. Es war das Ziel zu prüfen, ob mit diesem System in E. coli die intrazelluläre Sulfid-
Verfügbarkeit visualisiert werden kann. 
 
Abb. 3.21: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus des Sulfid-Sensors. Der Austausch 
der Aminosäure L-Tyrosin durch p-Azidophenylalanin im Chromophor des 
Fluoreszenzproteins führt eine Azidgruppe ein. Diese wird durch Sulfid zum Amin reduziert 





Zur Expression wurde der Stamm E. coli BL21(DE3) mit pEvol-pAzF und pCDF-1b-cpGFP-
TAG kotransformiert und anschließend kultiviert. Die Vorkultur erfolgte über Nacht in 5 ml 
2 x YTSpec100Cm30 und wurde bei 37 °C inkubiert. Die Hauptkultur wurde mit einer OD600nm 
von 0,1 in 2 x 50 ml 2 x YTSpec100Cm30 angeimpft und bei 37 °C und 120 Upm bis zu einer 
OD600nm von 0,5 kultiviert und anschließend auf 26 °C abgekühlt. Die Induktion der 
Expression der Aminoacyl-tRNA-Synthetase und cpGFP erfolgte mit 0,02 % Arabinose und 
1 mM IPTG bei einer OD600nm von 0,7. Einem der Kolben wurden 2 mM der unnatürlichen 
Aminosäure pAzF hinzugegeben, wohingegen der andere Kolben als Kontrolle ohne pAzF 
verwendet wurde. Nach 2, 4 und 21 h wurden je 10 ml der Kulturen geerntet, 
aufgeschlossen und die Rohextrakte 1:100 verdünnt mittels SDS-PAGE analysiert. 
Zusätzlich wurden Exzitations- und Emissionsspektren der Zellsuspensionen aufgenommen 
(Abb. 3.22).  
 
Abb. 3.22: Expression des Sulfid-Sensors in E. coli. A: Dargestellt ist ein mittels Coomassie-Blau 
gefärbtes SDS-Polyacrylamid-Gel. Aufgetragen wurde Rohextraktfraktionen aus 
Expressionskulturen 2, 4 und 21 h nach Induktion und ± p-Azidophenylalanin (pAzF). B: 
Exzitationsspektrum von E. coli-Zellsuspensionen gewachsen ± pAzF, C: Emissionsspektrum 
von E. coli-Zellsuspensionen gewachsen ± pAzF. : ohne pAzF, : mit 2 mM pAzF. 
 
Die Expression des Sulfid-Sensors in E. coli war nach Optimierung der 
Expressionsbedingungen erfolgreich. Dabei konnte beobachtet werden, dass das Protein 
bereits 4 h nach Induktion mittels SDS-Page nachweisbar war (Abb. 3.22 A). Zu diesem 
Zeitpunkt war jedoch noch keine Fluoreszenz sichtbar. Nach 21 h ist ausreichend Protein 
gebildet worden, die Kontrolle ohne die unnatürliche Aminosäure pAzF zeigte zu keinem 
Zeitpunkt Proteinbildung. Nach 21 h wurden Exzitations- und Emissionsspektren der 
Zellsuspension aufgenommen, deren Maxima von 480 nm im Exzitationsspektrum und 
510 nm im Emissionsspektrum, auch mit denen in der Veröffentlichung beschriebenen 
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übereinstimmten (Abb. 3.22 B, C). Allerdings konnte keine Erhöhung des 
Fluoreszenzsignals durch Zugabe von Sulfid beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies 
gelang den Autoren, die dieses System entwickelt hatten, in einzelnen CHO-Zellen (Chen et 
al., 2012). Auch Modifikationen des Fluoreszenzassays und Messungen mit gereinigtem 
Protein zeigten keine Änderung des Fluoreszenzsignals (Daten nicht gezeigt). In allen Fällen 
lag bereits stark fluoreszierendes Protein mit Amin-Gruppe vor. In der Veröffentlichung 
wurde bereits beschrieben, dass nach Reinigung des Proteins ein Teil davon bereits 
reduziert vorliegt (Chen et al., 2012). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass bei 
der Expression, wie sie hier durchgeführt wurde, schon der Großteil der Proteine 
umgewandelt wurde und deshalb keine zusätzliche Änderung der Fluoreszenz durch Sulfid-
Zugabe zu erreichen ist. Das macht das System für das angestrebte Ziel der Visualisierung 





4.1 Kontruktion eines plasmidfreien L-Serin-Produktionsstamms 
Der industriell genutzte L-Serin-Produktionsstamm enthält zwei Deletionen sowie 
zusätzlich das Plasmid pserACB zur Überexpression der Gene der L-Serin-Synthese (Stolz et 
al., 2007). Es sollte ein Stammhintergrund geschaffen werden, um auch ohne zusätzliches 
Plasmid L-Serin bilden zu können, damit für die molekulargenetischen Arbeiten zur 
weiteren Umwandlung des L-Serins zum L-Cystein verschiedenste Plasmide eingesetzt 
werden können. Auf dem Plasmid pserACB liegt serAfbr vor, welches für die 
feedbackresistente 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase kodiert. Die Deletion der letzten 
197 Aminosäuren des Proteins führt zur Feedback-Resistenz (Peters-Wendisch et al., 
2002). Eine Sequenzierung der Randbereiche des Gens serAfbr ergab, dass die letzten 
591 bp des Gens deletiert waren, jedoch der open reading frame von serA nach der 
Deletion um 30 bp verlängert ist. Dadurch ist die Sequenz des um 197 Aminosäuren 
verkürzten SerA197 um 10 Aminosäuren verlängert. Die Deletion wurde in dieser Arbeit 
chromosomal eingebracht und in einem anderen Stamm noch eine zweite Variante ohne 
die zusätzlichen 30 bp eingefügt. Die Integration der beiden serAfbr-Varianten führte zur L-
Serin-Bildung von etwa 1,5 mM, was eine Verbesserung im Vergleich zur Kontrolle mit 
Wildtyp serA darstellt, die maximal 0,25 mM L-Serin bildete. Durch Expression der L-
Cystein-Synthese-Gene cysE und cysK zeigten interessanterweise beide Stämme bereits bis 
zu 1,7 mM L-Cystein-Bildung und damit, dass bereits mit geringen Konzentrationen des 
Vorläufers L-Serin L-Cystein gebildet werden kann. Die Reduktion der L-Serin-
Konzentration im Überstand zum Ende der Kultivierung weist auf eine Verstoffwechselung 
von ausgeschiedenem L-Serin hin. Für C. glutamicum ist die Aufnahme und 
Verstoffwechselung von L-Serin bekannt (Netzer et al., 2004; Peters-Wendisch et al., 
2005). Der Austausch der nativen 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase durch eine 
feedbackresistente Variante führt zwar zur Bildung von L-Serin, allerdings sind die 
gebildeten Mengen relativ gering im Vergleich zu den 40 mM, die der Ser4-Stamm mit 
Plasmid-basierter Expression von serAfbr zeigt. Aus diesem Grund wurde der Promotor vor 
serAfbr durch den Promotor des Elongationsfaktors TU aus C. glutamicum ausgetauscht 
(Ptuf). Die Verwendung dieses Promotors führte zu einer Steigerung der in vitro-
Enzymaktivität um den Faktor zwei bei der Isopropylmalat-Synthase LeuA (M. Vogt, 
persönliche Mitteilung) sowie zur 10-fachen Steigerung der in vitro-Aktivität der Fruktose-
1,6-Bisphosphatase (Becker et al., 2005) und er wurde auch erfolgreich für die 
Generierung eines Succinat-Produzenten eingesetzt (Litsanov et al., 2012). Die 
Konstruktion wurde wie nach dem Vorbild von Litsanov et al. (2012) und M. Vogt 
durchgeführt. Das Wachstum sowie die L-Serin-Bildung der Promotoraustauschmutante 
waren im Vergleich zum Kontrollstamm reduziert. Dieser überraschende Phänotyp konnte 
durch die plasmidbasierte Expression von serAfbr komplementiert werden, sodass davon 
auszugehen ist, dass durch die Integration des neuen Promotorbereichs die Expression von 
serA entscheidend gestört ist. Die Transkriptionskontrolle des serA-Promotors sowie auch 
die des Ptuf-Promotors ist in C. glutamicum nicht untersucht. Dies könnte Aufschluss über 
mögliche Ursachen geben. Möglicherweise ist es ein besserer Ansatz, über einzelne 
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Punktmutationen im Promotorbereich von serA verstärkte Expression zu erreichen, wie es 
für ilvD und ilvE (Holatko et al., 2009) sowie gdh (Hanssler et al., 2009) in C. glutamicum 
gelang. Weiterhin konnte in dieser Arbeit eindeutig gezeigt werden, dass auch die 
verstärkte Expression von serC und serB in Kombination mit serAfbr für eine erhöhte L-
Serin-Bildung notwendig ist. Somit müsste nicht nur serAfbr, sondern auch serC und serB 
durch chromosomale Promotormutationen verstärkt exprimiert werden. Die neuen 
Informationen haben gezeigt, was zur Konstruktion eines plasmidfreien Ser4-
Stammhintergrunds mit ausreichender L-Serin-Bildung erforderlich ist und dass dazu 
umfangreiche molekulargenetische Arbeiten durchgeführt werden müssen.  
 
4.2 L-Cystein-Bildung mit C. glutamicum 
In E. coli bedingen erhöhte Konzentrationen von L-Cystein im Medium eine 
Wachstumshemmung (Harris, 1981; Sorensen & Pedersen, 1991). Die erhöhte 
Konzentration führt vermutlich zu oxidativem Stress durch die Bildung von H2O2 und 
Hydroxyl-Radikalen durch die Fenton-Reaktion, welche Proteine und DNA schädigt (Park & 
Imlay, 2003). In dieser Arbeit zeigte der Wildtyp von C. glutamicum eine Reduktion des 
Wachstums mit zunehmender L-Cystein-Konzentration. Wie neuere Untersuchungen mit 
C. glutamicum zeigen, weist dies auf ein Ungleichgewicht der Thiol-Homöostase hin 
(Follmann et al., 2009). Allerdings wuchs im Gegensatz zum Wildtyp der L-Serin-Produzent 
mit zunehmender L-Cystein-Konzentration besser. Diese Verbesserung des Wachstums 
ging mit einer Abnahme in der L-Serin-Bildung einher. Dieser überraschende Befund ist 
kaum über negative Effekte erhöhter L-Cystein-Konzentrationen zu erklären. Auch durch 
den bereits stark veränderten Stammhintergrund um L-Serin-Bildung zu ermöglichen 
(Wachstum unter Folsäure-Mangel), ist es schwierig, Vergleiche zum Wildtyp zu ziehen. 
Eine mögliche Erklärung wäre ein regulatorischer Effekt durch die Anwesenheit von L-
Cystein. Nach bisherigen Informationen sind weder die Gene der L-Serin-Synthese noch die 
Gene der Glykolyse Teil des McbR- und CysR-Regulons. Eine erneute Evaluierung der DNA-
Mikroarray-Daten von C. Rückert (Rückert et al., 2008) ergab keine Hinweise auf einen 
Zusammenhang. Es könnte auch sein, dass L-Cystein in noch unbekannter Weise Einfluss 
auf die Verfügbarkeit von C1-Körpern nimmt und es zu einem Ausgleich der 
Mangelsituation kommt. Die C1-Körper werden in der Zelle durch den Abbau von L-Serin 
bereitgestellt (Burkovski, 2008).  
Die heterologe Expression feedbackresistenter SATs war ein erster Ansatzpunkt für die 
Verbesserung der L-Cystein-Synthese, da sowohl für E. coli als auch für C. glutamicum SAT 
die in vitro-Aktitivät in Anwesenheit von L-Cystein deutlich reduziert ist und für beide 
Enzyme der Ki-Wert im mikromolaren Bereich liegt (Haitani et al., 2006; Kai et al., 2006). 
Für E. coli wurden bereits feedbackresistente SAT-Varianten generiert, die zu einer 
Verbesserung der L-Cystein-Bildung in E. coli und C. glutamicum führten (Nakamori et al., 
1998; Wada et al., 2002). So konnte mit der Variante EcSATM256I im C. glutamicum Wildtyp 
die L-Cystein-Bildung von 0,25 mM mit EcSATwt auf 1 mM erhöht werden (Wada et al., 
2002). Zusätzlich wurden bereits feedbackresistente SAT-Varianten von Arabidopsis 




Variante aus N. tabacum führte zur Bildung von 2,5 mM L-Cystein (Wirtz & Hell, 2003) und 
die Expression einer SAT-Variante aus A. thaliana ergab 14 mM L-Cystein bei gleichzeitiger 
Reduktion der Cystein-Desulfurase-Aktivität (Takagi et al., 1999). Die Kontrollen mit 
EcSATwt bildeten in beiden Fällen kein L-Cystein. In dieser Arbeit führte die Expression der 
feedbackresistenten Variante EcSATV95R,D96P  nur zu einer minimal erhöhten L-Cystein-
Bildung von 1,39 ± 0,27 mM im Vergleich zur Kontrolle mit Leervektor (0,93 ± 0,16 mM). 
Diese Variante wurde aufgrund ihrer in vitro-Aktivität und Feedback-Resistenz ausgewählt, 
allerdings sind keine Untersuchungen in vivo durchgeführt worden (Kai et al., 2006). Im 
Vergleich zu der Mutante EcSATM256I, welche zuvor in E. coli und C. glutamicum verwendet 
wurde und einen Ki von 14,5 µM hat, weist sie mit einem Ki von 950 µM eine geringere 
Sensitivität gegenüber L-Cystein auf. Die Expression des Gens aus N. tabacium ergab in 
C. glutamicum keinem Unterschied bezüglich der L-Cystein-Bildung. Es wurden zwar keine 
Untersuchungen bezüglich der Transkription bzw. Proteinbildung durchgeführt, jedoch 
lassen sich normalerweise Gene, die in E. coli erfolgreich exprimiert werden können, auch 
in C. glutamicum exprimieren. In Pflanzen ist die Ausbildung des CS-Komplexes 
entscheidend für die Aktivität der SAT (Hell & Wirtz, 2011) und es ist möglich, dass es nicht 
zu einer Interaktion von NtSAT und OASS aus C. glutamicum kommt. Für die Interaktion 
von SAT und OASS im CS-Komplex spielt der C-Terminus von SAT eine entscheidende Rolle 
(Bogdanova & Hell, 1997; Mino et al., 1999). Obwohl sich die letzten 10-20 Aminosäuren in 
Bakterien und Pflanzen stark voneinander unterscheiden, ist das C-terminale Isoleucin 
stark konserviert und für die Interaktion entscheidend (Campanini et al., 2005; Francois et 
al., 2006). Sequenzvergleiche zeigen, dass auch SAT aus C. glutamicum ein C-terminales 
Isoleucin aufweist, was ein Indiz für das Vorhandensein eines CS-Komplexes ist. Allerdings 
wurde auch beschrieben, dass SATs aus unterschiedlichen Organismen mit OASS aus E. coli 
verschiedene Affinitäten für die Ausbildung des CS-Komplexes zeigen (Zhao et al., 2006), 
sodass eine erfolgreiche Interaktion von SATs aus anderen Organismen in C. glutamicum 
nicht sicher ist. Im Gegensatz zur heterologen Expression feedbackresistenter SATs führte 
die Expression von cysE aus C. glutamicum zu einer Verbesserung in der L-Cystein-Bildung 
von 0,95 ± 0,35 mM auf 5,6 ± 0,8 mM bzw. 7,3 ± 0,7 mM in Kombination mit cysK-
Expression. Obwohl auch für SAT aus C. glutamicum eine starke in vitro-Hemmung durch L-
Cystein beschrieben ist (Haitani et al., 2006), scheint die Hemmung in vivo nicht so 
wesentlich für die Produktbildung zu sein. Es ist bekannt, dass die Aussagen von in vitro 
erhobenen Daten zur Aktivitätskontrolle bezüglich der Bedeutung für die gesteigerte 
Produktbildung begrenzt sind, da zum Beispiel auch mit der feedbackregulierten Threonin-
Dehydratase aus C. glutamicum eine gesteigerte L-Isoleucin-Bildung möglich ist (Morbach 
et al., 1995). Kristallstrukturanalysen von E. coli SAT haben gezeigt, dass L-Cystein im 
aktiven Zentrum bindet und es eine kompetitive Bindung von L-Serin und L-Cystein gibt 
(Kai et al., 2006; Pye et al., 2004). Studien mit Proteinen aus Haemophilus influenza und 
Glycine max zeigten, dass die Bindung von L-Cystein im aktiven Zentrum zu einer 
strukturellen Änderung im Protein führt und die Bindeaffinität zum Kofaktor Acetyl-CoA 
reduziert wird (Kumaran et al., 2009; Olsen et al., 2004). Außerdem führt die 
Assemblierung des CS-Komplexes zu einer Verringerung der Inhibierung durch L-Cystein 
und die Bindung von Acetyl-CoA wird verbessert (Kumaran et al., 2009). Die Enzymtests 
zur Bestimmung der in vitro-Aktivität und der Feedback-Hemmung durch L-Cystein in 
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C. glutamicum wurden mit einer Konzentration von 1 mM L-Serin durchgeführt (Haitani et 
al., 2006). Da im L-Serin-Produzenten Ser4 jedoch intrazellulär eine hohe L-Serin-
Konzentration vorherrscht, ist die Wahrscheinlichkeit der Bindung von L-Serin im aktiven 
Zentrum im Vergleich zu L-Cystein erhöht und dies könnte zu einer Reduktion der 
Feedback-Inhibierung in vivo führen.  
Der Abbau von L-Cystein sollte durch die Deletion von aecD verhindert werden. Sowohl für 
E. coli als auch C. glutamicum ist bereits der positive Effekt dieser Deletion auf die L-
Cystein-Bildung beschrieben worden (Awano et al., 2003; Wada et al., 2002). Die Deletion 
führte im Ser4-Stammhintergrund zu einer Verbesserung der L-Cystein-Bildung von etwa 
1 mM auf 3,3 ± 0,5 mM. Die gleichzeitige Expression von cysK und cysE ergab eine 
Akkumulation von 4,9 ± 0,8 mM L-Cystein. Dies war überraschend, da der Stamm Ser4 
pcysKE ohne aecD-Deletion bereits 7,3 ± 0,7 mM L-Cystein bildete. Dieser Effekt ist unklar. 
Er könnte mit dem beobachteten intrazellulären Anstau von L-Cystathionin als Konsequenz 
der aecD-Deletion zusammenhängen, müsste dann aber pcysKE-spezifisch sein. L-
Cystathionin ist für den Wildtyp von C. glutamicum jedoch nicht toxisch, da dieser in 
Anwesenheit von 10 mM L-Cystathionin kein verändertes Wachstum zeigt (Follmann et al., 
2009). Der Anstau von L-Cystathionin in Ser4aecD sollte durch die Deletion von metB 
verhindert werden (s. Abb. 1.1). Dadurch kann OAH nicht weiter zu L-Cystathionin 
verstoffwechselt werden, die Bereitstellung von L-Homocystein für die L-Methionin-
Bildung ist durch den Weg der direkten Sulfhydrylierung von OAH jedoch weiterhin 
gegeben (Hwang et al., 2002). Die Deletion von metB in Ser4aecD führte jedoch zu einer 
starken Reduktion des Wachstums und der Stamm war in seiner Fähigkeit L-Cystein und L-
Serin zu bilden stark gestört. Das ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass der Stamm 
Ser4 durch das Wachstum unter Folsäure-Mangel und die daraus resultierende 
eingeschränkte Bereitstellung von C1-Körpern für die L-Methionin-Bildung bereits unter 
einem L-Methionin-Mangel leidet. Die logische Konsequenz daraus war das Ausschalten 
der kompletten L-Methionin-Synthese durch die Deletion von metX (Rückert et al., 2003). 
Diese Deletion ergab die zu erwartetende L-Methionin-Auxotrophie in Ser4 sowie 
Ser4aecD und das Wachstum konnte durch Supplementation mit L-Methionin 
wiederhergestellt werden. Die Deletion zeigte keinen Einfluss auf das Wachstum, wenn L-
Methionin supplementiert wurde, und die Stämme waren in der Lage L-Cystein zu 
akkumulieren. L-Serin wurde auch gebildet, dessen Konzentration war aber bei Expression 
durch cysE und cysK stark vermindert. Die gebildete L-Cystein-Menge war geringer als in 
dem Experiment mit Ser4 pEKEx2 und Ser4 pcysKE, sodass das Ausschalten der L-
Methionin-Synthese keine geeignete Strategie zur Verbesserung der L-Cystein-Bildung zu 
sein scheint. Neben der Umgehung des L-Cystathionin-Anstaus durch die Deletion von 
Genen der L-Methionin-Synthese könnte das Ausschalten von Proteinen mit Cystein-
Desulfurase-Aktivität eine weitere Option sein. Es sind noch drei weitere Enzyme in 
C. glutamicum bekannt, die als Cystein-Desulfurase fungieren können und für zwei dieser 
Enzyme wurde bereits die entsprechende Aktivität in vitro nachgewiesen (Marienhagen et 
al., 2005). Aus Sequenzvergleichen geht hervor, dass diese wahrscheinlich an der Synthese 
von Eisen-Schwefel-Clustern beteiligt sind. Ob eine Deletion der entsprechenden Gene für 




Da die Expression von cysE in Ser4 bereits erste Erfolge gebracht hatte und die Ergebnisse 
darauf schließen lassen, dass die Aufhebung der Feedback-Inhibierung dieses Enzyms nicht 
vorrangig ist, um extrazelluläre Akkumulation von L-Cystein zu erreichen, sollte die 
Versorgung der Zellen mit Schwefel verbessert werden. Metabolomanalysen mit E. coli L-
Cystein-Produktionsstämmen haben die Schwefel-Verfügbarkeit als einen Engpass für 
gesteigerte L-Cystein-Produktion identifiziert (Wichter, 2011). In dieser Arbeit wurde das 
Reduktionsoperon fpr2-cysIXHDNYZ aus C. glutamicum kloniert, das für die meisten an der 
assimilatorischen Sulfat-Reduktion beteiligten Gene kodiert. Die Verwendung eines 
Vektors mit geringer Kopienzahl erschien geeignet, da die Schwefel-Aufnahme und              
-Reduktion zum einen die Expression von acht zusätzlichen Genen benötigt und zum 
anderen das dabei entstehende Sulfid für die Zellen toxisch ist (Rückert et al., 2005). Das 
Einbringen des Operons in die Stämme führte zu einer starken Verminderung des 
Wachstums und der Produktbildung. Interessanterweise zeigten die Kulturen, die das 
Reduktionsoperon exprimierten, eine rötliche Färbung. Da die Sulfit-Reduktase CysI 
vermutlich Sirohäm als Kofaktor benötigt, ist dies Indiz für eine vermehrte Bildung von 
Sirohäm. In E. coli wird Sirohäm durch das Multi-Domänen-Protein CysG in drei Schritten 
von Uroporphyrinogen-III aus gebildet (Spencer et al., 1993). Die Synthese in 
C. glutamicum läuft jedoch wahrscheinlich eher wie in Bacillus megaterium ab, wo drei 
Proteine die Sirohämbildung katalysieren (Raux et al., 2003). Sequenzvergleiche haben 
gezeigt, dass CysY, dessen Gen Teil des Reduktionsoperons ist, große Ähnlichkeit mit einer 
Sirohydrochlorin-Ferrochelatase aufweist und CysG mit einer Urophorphyrinogen-III-
Synthetase (Rückert et al., 2005). Ob noch ein drittes Protein an der Synthese beteiligt ist 
oder CysG die ersten beiden Schritte der Sirohäm-Synthese katalysiert, ist allerdings nicht 
bekannt. Mittels Differenzspektroskopie wurde versucht, Sirohäm nachzuweisen, dieses 
gelang aber nicht. Vermutlich wird das Signal durch die Häme der Cytochrome aus der 
Atmungskette überlagert. Die Auswirkung der Expression auf das Wachstum und die 
Produktbildung kann verschiedenste Gründe haben. So könnte z. B. die Bildung der 
Proteine für die Zelle einen zusätzlichen Stressfaktor darstellen. Zusätzlich könnte die 
Akkumulierung des toxischen Sulfids, welches durch die Zelle nicht schnell genug 
verstoffwechselt wird, zu einem weiteren Stress führen. Da für die Reduktion von Sulfat zu 
Sulfid zusätzliche NADPH, ATP, GTP und Thioredoxin benötigt wird, wäre auch vorstellbar, 
dass die Expression des Reduktionsoperons auch zu einem Ungleichgewicht im 
Energiehaushalt der Zellen führt. Da OAS in Ser4 und Ser4aecD in erhöhter Konzentration 
vorliegt, kann die Reduktion von Sulfat zu Sulfid bei der L-Cystein-Bildung als limitierender 
Faktor gewertet werden. In E. coli kann dieses Problem durch die Expression von cysM und 
die gleichzeitige Zugabe von Thiosulfat umgangen werden. Bei der von CysM katalysierten 
Reaktion von OAS und Thiosulfat entsteht S-Sulfocystein, welches von den Glutaredoxinen 
(Grx) NrdH und Grx1 zu L-Cystein reduziert wird (Nakatani et al., 2012). C. glutamicum 
besitzt zwar kein CysM (Burkovski, 2008), kann allerdings trotzdem auf Thiosulfat wachsen 
(Rückert et al., 2005). Für C. glutamicum ist NCgl2445 als Grx-ähnliches Protein annotiert. 
Somit wären zukünftig interessante Ansatzpunkte zu untersuchen, ob C. glutamicum in 
vivo S-Sulfocystein zu L-Cystein reduzieren kann und bei gleichzeitiger Expression von cysM 
aus E. coli die direkte Verwertung von Thiosulfat ermöglicht wird.  
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Metabolomanalysen mit E. coli L-Cystein-Produktionsstämmen haben auch die 
Verfügbarkeit der Vorstufen aus der Glykolyse und des L-Serin-Stoffwechsels als Engpässe 
für die L-Cystein-Produktion identifiziert (Wichter, 2011). Das ist zwar in C. glutamicum 
durch die Verwendung des L-Serin-Produzenten Ser4 nicht gegeben, allerdings ist es 
erstaunlich, dass die Synthese von L-Serin durch die Anwesenheit von L-Cystein deutlich 
reduziert wird. Bisher wurden alle Daten bezüglich der Regulation von McbR und CysR im 
Wildtyphintergrund mit Deletionen der entsprechenden Regulatoren gewonnen. Für diese 
Stämme waren jedoch keine Gene für die L-Serin-Bildung bzw. Glykolyse in der 
Transkription beeinflusst (Rey et al., 2005; Rey et al., 2003; Rückert et al., 2008). Allerdings 
herrschen beim L-Serin-Produzenten durch die starke Folsäure-Limitation extrem andere 
Bedingungen, sodass regulatorische Effekte nicht ausgeschlossen werden können. 
Insgesamt konnte die L-Cystein-Bildung mit C. glutamicum im Vergleich zu den in der 
Literatur beschriebenen Konzentrationen von 2,4 mM auf 7,3 mM verbessert werden 
(Wada et al., 2002). Allerdings bleiben diese Werte noch deutlich hinter dem Wert von 
14 mM zurück, der für E. coli beschrieben ist (Takagi et al., 1999). Außerdem zeigte sich, 
dass die molekulargenetischen Arbeiten, die auf dem Stamm Ser4 pcysKE basierten, keine 
weiteren Verbesserungen der L-Cystein-Bildung nach sich zogen. Neben einer möglichen 
Limitierung der Schwefel-Versorgung sowie geringen Aktivitäten von CysK und CysE 
kommt auch ein limitierender Export von gebildetem L-Cystein aus der Zelle in Frage. Über 
den Export von L-Cystein in C. glutamicum ist noch nichts bekannt. In E. coli dagegen 
wurden bereits die L-Cystein-Exporter YdeD und YfiK identifiziert (Dassler et al., 2000; 
Franke et al., 2003) und es konnte gezeigt werden, dass beide Transporter sowohl OAS als 
auch L-Cystein exportieren (Franke et al., 2003). Weitere beteiligte Exporter in E. coli 
werden durch cydDC und bcr kodiert. CydDC exportiert L-Cystein ATP-abhängig ins 
Periplasma, ist für die Assemblierung von Cytochrom bc sowie der periplasmatischen 
Cytochrome zuständig und scheint für die Redox-Homöostase im Periplasma eine wichtige 
Rolle zu spielen (Pittman et al., 2002). Der Transporter Bcr, der eine Resistenz gegen 
Bicyclomycin, Tetrazyklin und Sulfathiazol vermittelt, ist auch in der Lage, L-Cystein zu 
exportieren (Yamada et al., 2006). 
4.3 Entwicklung von Biosensoren zur intrazellulären Detektion der 
Metabolite O-Acetyl-L-Serin und O-Acetyl-L-Homoserin in C. glutamicum 
OAS und OAH sind Schlüsselmetabolite im Schwefel-Metabolismus von C. glutamicum, da 
sie die Schwefel-Akzeptor-Moleküle bei der Synthese von L-Cystein und L-Methionin 
darstellen. Ist kein Schwefel für den Einbau vorhanden, akkumulieren sie und dienen als 
Effektoren für den Transkriptionsregulator CysR, welcher als Antwort die Transkription der 
Gene für die assimilatorische Sulfat-Aufnahme und –Reduktion aktiviert. Die Konstruktion 
der Metabolitsensoren erfolgte nach dem Vorbild von pSenLys, einem Sensor für L-Lysin 
(Binder et al., 2012). Als Promotorregionen vor dem Reportergen eyfp wurde zum einen 
die Region vor cysI ausgewählt, von der bereits experimentell durch in vitro-Analysen 
gezeigt wurde, dass sie eine CysR-Bindestelle enthält (Rückert et al., 2008). Jedoch findet 
sich vor cysI auch eine Bindestelle für den Repressor McbR, weshalb eine zweite Variante 




Promotorbereich vor NCgl1289 wurde mithilfe von in silico-Analysen identifiziert und 
enthält keine McbR-Bindestelle (Rückert et al., 2008). Die resultierenden Plasmide 
pSenOAS1 und pSenOAS3, die jeweils die CysR-Bindestellen von NCgl1289 bzw. cysI 
enthielten, wurden nach Konstruktion auf OAS-spezifische und OAH-spezifische 
Fluoreszenz gestestet. Die OAS-spezifische Fluoreszenz wurde mithilfe der Stämme Ser4 
und Ser4aecD getestet, die abgestufte Bildung von L-Cystein zeigten. Die BioLector-
Kultivierung ergab für beide Sensorvarianten sowohl für Ser4 als auch für Ser4aecD eine 
erhöhte spezifische Fluoreszenz im Vergleich zum Wildtyp, der kein L-Cystein bildet. Somit 
konnte das Vorhandensein beider Bindestellen in vivo bestätigt werden. Die spezifische 
Fluoreszenz war für Ser4aecD im Vergleich zu Ser4 erhöht und mit zunehmender 
spezifischer Fluoreszenz konnte eine Zunahme der intrazellulären OAS-Konzentration 
beobachtet werden. Im Gegensatz zu E. coli, wo der Regulator der assimilatorischen Sulfat-
Reduktion in Anwesenheit des OAS-Derivats N-Acetyl-L-Serin an die DNA bindet (Kredich, 
1996), ist hiermit gezeigt worden, dass in C. glutamicum OAS der in vivo-Effektor für die 
Interaktion von CysR mit der DNA ist. Interessanterweise war die Grundfluoreszenz von 
pSenOAS1 im Vergleich zu pSenOAS3 deutlich höher. Das kann zum einen durch eine 
unterschiedliche Promotorstärke erklärt werden, zum anderen aber auch dadurch, dass 
bei pSenOAS3 zusätzlich noch die McbR-Bindestelle vorliegt und die beiden Regulatoren 
einen antagonistischen Effekt auf die Transkription haben (Rey et al., 2005; Rückert et al., 
2008). Möglicherweise erklärt der antagonistische Effekt auch die Heterogenität der 
Kulturen mit pSenOAS3 bezüglich der Fluoreszenz auf Einzelzellebene. Die beiden 
Sensorkonstrukte zeigten zudem einen unterschiedlichen Einfluss auf die L-Cystein-
Bildung. So konnte für pSenOAS1 eine Zunahme in der L-Cystein-Bildung sowohl für Ser4 
als auch Ser4aecD beobachtet werden, wohingegen mit pSenOAS3 die L-Cystein-Bildung 
für Ser4 reduziert war und für Ser4aecD erhöhte Konzentrationen vorlagen. Da sich die 
beiden Sensorkonstrukte nur in ihrer CysR-Binderegion vor eyfp unterscheiden, sind die 
Gründe für die unterschiedlichen Effekte hier zu suchen. Durch die zusätzliche McbR-
Bindestelle vor cysI auf pSenOAS3 könnte es zur Austitrierung von McbR durch die 
Plasmidkopien in den Zellen kommen, was gleichzeitig zu einer erhöhten Verfügbarkeit an 
freiem CysR-Regulator führt, der mit der chromosomalen DNA interagieren kann.  
Neben der Interaktion von OAS mit CysR ist auch die in vitro-Interaktion von OAH und CysR 
beschrieben (Rückert et al., 2008). Für die Untersuchung der in vivo-Interaktion von OAH 
und CysR wurde ein Testsystem entwickelt, welches auf dem C. glutamicum Stamm KK42 
aufbaut. Dieser Stamm wurde ausgesucht, weil er einen erhöhten Metabolitfluss in 
Richtung L-Threonin aufweist (Morbach et al., 1996) und OAH wie L-Threonin von L-
Homoserin aus gebildet wird. Für die graduelle intrazelluläre Bildung von OAH wurde metX 
mithilfe des ATC-induzierbaren Vektors pCLTON2 in den Stämmen KK42 pSenOAS1 und 
KK42 pSenOAS3 exprimiert. Für den Vektor pCLTON2 ist eine stringente Kontrolle der 
Genexpression beschrieben (Lausberg et al., 2012), was auch in dieser Arbeit beobachtet 
wurde, da sowohl Wachstum als auch spezifische Fluoreszenz der nicht-induzierten 
pCLTON2metX-Derivate im Vergleich zum Leerplasmid nahezu identisch waren. Die 
graduelle Expression von metX führte zu einer graduellen Reduktion des Wachstums, die 
vermutlich auf die Expression oder die Aktivität der Homoserin-Acetyltransferase MetX 
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zurückzuführen ist, aber gleichzeitig auch zu einer zunehmenden spezifischen Fluoreszenz 
führte. Dabei war, wie bereits in den Experimenten zur OAS-abhängigen Fluoreszenz 
gezeigt, die Grundfluoreszenz für die Stämme mit pSenOAS1 im Vergleich zu pSenOAS3 
deutlich erhöht. Die Zunahme in der spezifischen Fluoreszenz war auch für pSenOAS3 
höher, was vermutlich an unterschiedlicher Promotorstärke oder aber auch am 
Vorhandensein von CysR und McbR-Bindestellen in pSenOAS3 liegt. Zusätzlich konnte 
gezeigt werden, dass sich die intrazelluläre Konzentration von OAH durch Expression von 
metX erhöht und somit mit der Zunahme der spezifischen Fluoreszenz korreliert. Die OAH-
Konzentrationen, die hier gemessen wurden, sind im Vergleich zu Messungen, die mit 
C. glutamicum Wildtyp durchgeführt worden sind, um Faktor 10 erhöht (Bolten et al., 
2010). Die Tatsache, dass in den Stämmen OAH akkumuliert, lässt darauf schließen, dass 
die nachfolgenden Schritte der L-Methionin-Synthese wie die Schwefel-Verfügbarkeit, aber 
auch die Bereitstellung von C1-Körpern limitierend sind.  
Um die konstruierten Sensoren auf Eignung zum Test von intrazellulärem Schwefel-Mangel 
zu untersuchen, wurde der Wildtyp mit pSenOAS1 und pSenOAS3 mit verschiedenen 
Sulfat-Konzentrationen kultiviert. Über einer Konzentration von 1 mM Sulfat waren die 
Stämme im verwendeten Medium nicht mehr im Wachstum begrenzt. Bei einer 
Konzentration von 400 µM und mit weiter abnehmender Sulfat-Konzentration im Medium 
war eine Abnahme des Wachstums zu beobachten. Gleichzeitig wurde die Zunahme der 
spezifischen Fluoreszenz sichtbar. Dabei war wiederum die Grundfluoreszenz für 
pSenOAS1 am höchsten, die Zunahme der spezifischen Fluoreszenz aber für pSenOAS3 
stärker. Sowohl die Wachstumskurven als auch Kurven für die spezifische Fluoreszenz 
unterschieden sich von denen des Wildtyps aus den Untersuchungen zur OAS-spezifischen 
Fluoreszenz. Das liegt womöglich daran, dass hier mit unterschiedlichen Medien gearbeitet 
wurde. Während normalerweise alle Wachstumsversuche im Standardminimalmedium 
CGXII stattgefunden haben, wurde hier das schwefelfreie Medium MMES verwendet. Die 
signifikante Antwort der Fluoreszenz weist auf eine Akkumulierung der Metabolite OAS 
und OAH hin, wenn Schwefel limitierend wird. Allerdings kann keine Aussage darüber 
getroffen werden, ob beide Metabolite gleichermaßen angestaut werden. Die 
Konsequenzen von Schwefel-Verfügbarkeit sind in den meisten Studien üblicherweise auf 
Transkriptions- oder Proteinebene untersucht so z. B. für Pseudomonas aeruginosa 
(Quadroni et al., 1999; Tralau et al., 2007), M. tuberculosis (Hatzios & Bertozzi, 2011; 
Mehaffy et al., 2010; Pinto et al., 2004) und E. coli (Gyaneshwar et al., 2005). Mittels 
Metabolitsensoren können nun Erkenntnisse auch auf Metabolitebene und in vivo 
gewonnen werden, was zum Beispiel für Studien im natürlichen Habitat bei pathogen 
Mikroorganismen von Interesse sein könnte. 
4.4 Untersuchungen zum Einfluss des Regulators CysR auf die L-Cystein-
Produktion 
Die Ergebnisse aus den Versuchen bezüglich des OAS-Biosensors haben ergeben, dass die 
Expression des Regulators CysR einen positiven Effekt auf die L-Cystein-Bildung hat. Das 
konnte für den Stamm Ser4aecD mit beiden Sensorkonstrukten nachgewiesen werden, 




zeigte und sich pSenOAS3 negativ auf die Produktbildung auswirkte. cysR wurde losgelöst 
von der Sensorkassette exprimiert und sowohl unter die Kontrolle von Ptac als auch PcysR 
gestellt. Durch die zusätzliche McbR-Bindestelle vor cysI auf pSenOAS3 kann es zur 
Austitrierung des Regulators McbR durch die Plasmidkopien in den Zellen kommen. Eine 
zusätzliche CysR-Bindestelle auf dem Plasmid führt zu weniger freiem CysR-Regulator, der 
mit der chromosomalen DNA interagieren kann. Die Ergebnisse zeigen, dass die Regulation 
der Schwefel-Homöostase komplex ist und dass eine fein abgestimmte Konzentration der 
Regulatoren wichtig zu sein scheint.  
Mittlerweile sind bereits viele Transkriptionsregulatoren für C. glutamicum bekannt und 
die Koregulation von Genen durch verschiedene Transkriptionsfaktoren ist ein 
maßgebendes Prizip im regulatorischen Netzwerk von C. glutamicum (Schröder & Tauch, 
2010). Zusätzlich werden die Regulatoren in Anlehnung an die Anzahl der regulierten Gene 
hierarchisch angeordnet. So gibt es globale Regulatoren, Masterregulatoren und lokale 
Regulatoren (Brinkrolf et al., 2010), die im Zusammenspiel eine Feinabstimmung der 
Genexpression in funktionalen Modulen ermöglichen (Kohl & Tauch, 2009). Diese Art des 
regulatorischen Netzwerks dient in Bezug auf den Schwefel-Metabolismus der strikten 
Regulation, sodass eine Akkumulation des toxischen Sulfids in den Zellen verhindert wird 
(Schröder & Tauch, 2010). Dabei wurde McbR als Masterregulator identifiziert (Rey et al., 
2005), wohingegen CysR und SsuR lokale Regulatoren sind (Koch et al., 2005a; Rückert et 
al., 2008; Schröder & Tauch, 2010). Da der Stamm Ser4 und auch sein Derivat Ser4aecD 
sehr wahrscheinlich unter einem L-Methionin-Mangel leiden, sind möglicherweise auch 
nicht genug Effektoren für McbR vorhanden, um diesen zu inaktivieren. Es muss jedoch 
auch bedacht werden, dass dieser Stammhintergrund genetisch bereits stark verändert ist 
und die Kultivierungen zur Produktbildung immer unter starkem C1-Mangel erfolgen, 
sodass es wie bereits erwähnt unmöglich wird, Vergleiche mit der Wildtypsituation 
anzustellen.  
Für E. coli wurde zwar beschrieben, dass die erhöhte Expression des Regulators CysB zu 
einer Verbesserung der L-Cystein-Bbildung führt (Maier & Winterhalter, 2001), allerdings 
gibt es hier keine Koregulation des CysB-Regulons durch die Regulatoren des L-Methionin-
Stoffwechsels, MetJ und MetR. Die unterschiedliche Ausbildung des 
Transkriptionsnetzwerks ist möglicherweise dadurch bedingt, dass E. coli L-Methionin nur 
mithilfe der Transsulfurierung bilden kann und der direkte Einbau von Sulfid somit nur 
über L-Cystein möglich ist (Greene, 1996; Kredich, 1996). Wie in dieser Arbeit gezeigt 
werden konnte, ist die Übertragung dieser Strategie zur Verbesserung der L-Cystein-
Bildung von C. glutamicum nicht ohne weiteres möglich. Die Koregulation des CysR-
Regulons durch McbR sollte theoretisch durch dessen Deletion möglich sein. Jedoch führte 
die Deletion von mcbR in C. glutamicum und damit die konstitutive Transkription des 
McbR-Regulons zu einer starken Reduktion des Wachstums sowie zur starken 
intrazellulären Akkumulierung von L-Homolanthionin, welches bei einer Nebenreaktion 
von MetB entsteht (Krömer et al., 2006). Dies bestätigt, dass vollständige Deletion oder 
Expression eines Regulators nicht geeignet ist, um die Komplexe Regulation des Schwefel-
Metabolismus an erhöhte Produktbildung anzupassen. 
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4.5 Sulfid-Sensor E. coli 
Zu den entwickelten OAS- und OAH-Metabolitsensoren, die die Verfügbarkeit von Sulfid 
indirekt wahrnehmen können, wäre die direkte Detektion von Sulfid mithilfe des von Chen 
et al. (2012) entwickelten Sulfid-Sensors eine gute Ergänzung. Der Sulfid-Sensor besteht 
aus einer zirkulär permutierten GFP-Variante (cpGFP), deren Chromophor die unnatürliche 
Aminosäure p-Azidophenylalanin (pAzF) enthält und durch chemische Reaktion mit Sulfid 
verstärkte Fluoreszenz zeigt. Die Charakterisierung des in E. coli gebildeten cpGFPs erfolgte 
in vitro, wurde jedoch auch in vivo in CHO-Zellen erfolgreich getestet. Es war das Ziel zu 
prüfen, ob mit diesem System auch in E. coli in vivo die intrazelluläre Sulfid-Verfügbarkeit 
visualisiert werden kann, um den Weg für eine mögliche Anwendung in C. glutamicum zu 
ebnen. Die Expression des Sulfid-Sensors in E. coli war nach Optimierung der 
Expressionsbedingungen erfolgreich. Die Exzitations- und Emissionsspektren sowohl mit 
Zellsuspensionen als auch mit gereinigtem Protein stimmten mit denen in der 
Veröffentlichung gezeigten überein. Es war jedoch weder in vivo noch in vitro möglich eine 
Erhöhung der Fluoreszenz durch Zugabe von Sulfid zu erreichen und es lag bereits immer 
stark fluoreszierendes Protein vor. Bei Chen et al. (2012) wurde beschrieben, dass ein Teil 
des Proteins direkt nach der Reinigung bereits in reduzierter Form vorliegt. Deshalb kann 
davon ausgegangen werden, dass bereits während der Expression des Sulfid-Sensors oder 
bei der Reinigung des Proteins, wie sie in dieser Arbeit durchgeführt worden sind, ein 
Großteil der Proteine reduziert wurde. Dadurch ist dieses System für die Visualisierung von 
intrazellulärer Sulfid-Verfügbarkeit und einem eventuellen Screening mittels FACS 
ungeeignet. Dennoch bieten die hier vorgestellten Prinzipien ein großes Potential, das 
Repertoire an Metabolitsensoren zu erweitern und die Eigenschaften von 
Fluoreszenzproteinen zu verändern. Die zirkuläre Permutation von Fluoreszenzproteinen 
ermöglicht z. B. die Generierung neuer Sensor-Varianten durch die Fusion anderer 
Proteindomänen, wie z. B. die Fusion von Calmodulin an cpGFP und den damit 
entstandenen Ca2+-Sensor (Baird et al., 1999). Die Weiterentwicklung dieses Sensors 
führte zum einen zu einer Verbesserung in der Sensitivität, aber auch zur Veränderung in 
den Eigenschaften, wie z. B. die Verschiebung der Exzitationswellenlänge nach Bindung 
von Ca2+ (Nagai et al., 2001). Weiterhin konnte die Spezifität erweitert werden, sodass 
auch andere Metallionen wie Cu2+, Zn2+ und Ni2+ detektiert werden können (Mizuno et al., 
2007). Auch der Einbau unnatürlicher Aminosäuren bietet neue Möglichkeiten zur 
Veränderung der Eigenschaften von Fluoreszenzproteinen (Young et al., 2010). So wurde 
z. B. ein H2O2-Sensor entwickelt (Wang et al., 2012). 
4.6 Ausblick 
Zusammengefasst ist es in dieser Arbeit gelungen, die L-Cystein-Produktion in 
C. glutamicum zu verbessern. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass sich die 
Verbesserung der L-Cystein-Produktion aufgrund der komplexen Regulation des Schwefel-
Stoffwechsels als schwierig erwies und ein rationaler Ansatz zur Generierung eines L-
Cystein-Produzenten möglicherweise im Vergleich zu klassischer Mutagenese von Nachteil 
ist. Die Kombination von klassischer Mutagenese mit Hochdurchsatz-Screenings, die sich 
optische Metabolitsensoren zunutze machen, ist hierbei eine Perspektive für die 




Metabolitsensoren auch in vivo-Analysen auf molekularer Ebene, wie es in dieser Arbeit 
für die Verfügbarkeit der Metabolite OAS und OAH unter Schwefel-Mangel gezeigt werden 
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